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RESUME 
Les adénovirus comme plusieurs autres virus complexes, encodent une protéase qui est 
nécessaire à leur maturation et à leur infectivité. Les premières évidences d'une telle activité 
protéolytique remontent à 1976, lorsque le mutant thermosensible aclits1 a été isolé. Lorsqu'il est 
placé à une température non-permissive, le mutant ts1 est déficient dans la maturation des 
protéines précurseures rendant le virus non-infectieux. Pour cette raison, la protéase adénovirale 
est une cible de choix pour le développement d'agents antiviraux spécifiques contre la classe 
entière des adénovirus, la séquence de la protéase étant hautement conservée à travers les 
différents sérotypes. 
Le développement de tels traitements nécessite une bonne compréhension de l'activité de 
l'enzyme. Nous avons mis au point un système d'essai enzymatique simple constitué de la 
protéase purifiée et de l'ovalbumine, laquelle contient un site de clivage spécifique à la protéase 
adénovirale. A l'aide de ce système nous avons tenté de vérifier le rôle du cofacteur pVI-C 
(Mangel et al., 1993; Webster et al., 1993) et de l' ADN (Mangel et al., 1993) au niveau de 
l'activité protéolytique. Nous avons conclu que la protéase purifiée dans notre laboratoire dans 
les conditions que nous utilisons n'a pas besoin de ces cofacteurs pour être active. 
Une étude sur le phénotype de ts1 nous a conduit à des résultats différents, démontrant 
l'importance de pVI-C et de 1' ADN dans les extraits nucléaires des cellules infectées par ad2ts1 
et acliwt. La capacité de la protéase de ts1 d'interagir avec le cofacteur suggère que la mutation 
pourrait avoir engendré une mauvaise localisation ou la séquestration de l'enzyme mutante de 
manière à ce qu'elle ne puisse être encapsidée et ne puisse procéder à la maturation des 
protéines virales. Des résultats préliminaires concernant l'état de solubilité et la localisation à la 
matrice nucléaire des protéases ts1 et wt n'ont pas permis de les distinguer. Toutefois nous avons 
démontré que la protéase de type sauvage peut lier l'ADN de façon non-spécifique. Lorsqu'on 
aura purifié la protéase de ts1 on sera en mesure de vérifier si la déficience qu'elle démontre au 
niveau de l'encapsidation s'explique par une incapacité à lier l' ADN. 
INTRODUCTION 
L' ADENOVIRUS 
L'adénovirus a été découvert en 1953, à l'époque où d'énormes efforts avaient été 
déployés afin d'isoler des agents impliqués dans des infections respiratoires virales aiguës, qui 
à cette période, représentait un énorme problème clinique et économique. On compte aujourd'hui 
plus de 100 espèces dont au moins 50 sont d'origine humaine, les autres affecte une très grande 
diversité d'animaux (Weber, 1990). 
Les adénovirus causent différentes pathologies des vertébrés selon le sérotype impliqué. 
Chez l'humain, il provoque des amygdalites, des pharyngites, des pneumonies, des maladies 
respiratoires aiguës, des grastroentérites aiguës, des conjonctivites, des kérato-conjonctivites et 
des fièvres pharyngo-conjonctivales principalement chez les jeunes enfants et les regroupements 
militaires (Tableau I) (Horwitz, 1990). Il est aussi un membre non-négligeable des agents viraux 
qui amènent des complications graves chez les patients qui ont reçu des greffes et chez les 
sidatiques en phase avancée (Pillay et al., 1993; Kramer et al., 1993). 
Chez le chien, les sérotypes 1 et 2 causent respectivement des hépatites et des infections 
respiratoires pouvant mener à la mort de l'animal. Certains sérotypes causent aussi beaucoup de 
dommages aux poulets, aux bovins ainsi qu'à plusieurs autres espèces animales à grande 
importance économique et environnementale. Des observations chez les rongeurs ont démontré 
un caractère oncogénique chez certains sérotypes mais aucun cas ne fut identifié dans des cancers 
humains. 
L'adénovirus est un virus icosahédral et non-enveloppé contenant un génome à ADN 







































































































































Hypertrophied tonsils and adenoids 
Hypertrophied tonsils and adenoids 
Common cold (volunteer) 
Primary atypical pneumonia 
Hypertrophied tonsils and adenoids 
Hypertrophied tonsils and adenoids 
Pharyngitis 




Paralytic polio (type 1 poliovirus also recovered) 
Nonparalytic polio? 
Healthy child 
Acute respiratory disease 
Conjunctivitis (early trachoma?) 
Conjunctivitis (early trachoma?) 








No specific illness 
No specific illness 
No specific illness 
No specific illness 
No specific illness 




Rena! transplant recipient 








Tableau I: Citation de 42 sérotypes humains et les pathologies auxquelles ils sont reliés. Selon 
Horwitz, MS. dans Fields, B.N. et al. Virology. Raven Press, N.Y. 1990 p.1726. 
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sérotypes 2 et 5 humains qui ont été les plus étudiés jusqu'à ce jour, d'ailleurs le génome de 
!'adénovirus de type 2 (a~ a complètement été séquencé. 
L' adénovirus est formé du core et de la capside. On peut d'ailleurs identifier, à la Figure 
1, les protéines majeures de la capside soient l'hexon (Il), le penton (III) et la fibre (IV). De plus 
4 autres protéines mineures (Ilia, VI, VIII et IX) sont associées avec les hexons ou les pentons, 
selon des rapports stochiométriques. Ces protéines confèrent une stabilité à la capside, forment 
des liens avec les protéines du core et ont un rôle dans l'assemblage des virions. 
Le core des virions inclut une protéine liée aux extrémités 5' de l' ADN, la protéine 
terminale (TP), reconnue pour jouer un rôle au niveau de la réplication de l' ADN de 
!'adénovirus. Une structure semblable à la chromatine est formée par l' ADN dans les virions, 
grâce en majeure partie, à la protéine pVII. Tout comme !'histone, la protéine pVII est très 
basique et riche en arginine. Les protéines V et X semblent aussi contribuer à la structure formée 
par l'ADN. 
Les adénovirus ont aujourd'hui plusieurs applications, surtout grâce à l'unité de 
transcription E3, laquelle peut être délétée et remplacée par un ADN étranger sans nuire à la 
viabilité du virus en culture de cellules. Plusieurs études sont en cours afin d'utiliser ce groupe 
de virus comme vecteur lors d'immunisation contre une variété d'autres agents (Horwitz, 1990; 
Morin et al., 1987). Les deux dernières années ont témoigné d'une forte hausse de l'utilisation 
de vecteurs adénoviraux comme modèles expérimentaux pour les fins de la thérapie génique. Le 
fait que les adénovirus infectent la plupart des types cellulaires sans nécessiter que les cellules 
soient en division, combiné avec des titres élevés et une grande efficacité de transfert de gène 
obtenu avec les recombinants d'adénovirus, font de ce dernier un système très prometteur pour 








Figure 1: Modèle pour démontrer la localisation des protéines du virion de !'adénovirus de type 
2. Selon Ginsberg, RS. dans Dulbecco,R. et Ginsberg, RS. Virology. J.B. Lippincott 
company, Philadelphia, 1988 p.151. 
5 
la thérapie génique humaine in vivo (Kozarsky et Wilson, 1993). 
GENERALITES SUR LES PROTEASES 
En 1942, Rudolf Schoenheimer a reconnu que la protéolyse était importante pour le 
maintien de la concentration des protéines à un niveau stable (Schoenheimer, 1942). Toutefois, 
les biochimistes ont récemment observé des taux de dégradation variant selon les conditions 
physiologiques, suggérant que des mécanismes de contrôle doivent nécessairement exister 
(Schimke et Doyle, 1970; Goldberg et Dice, 1970; Goldberg et St-John, 1976). Il est maintenant 
évident que les réactions protéolytiques jouent un rôle clé non-seulement dans la régulation du 
taux de protéines intracellulaires, mais aussi dans le contrôle de plusieurs autres fonctions 
biologiques comme la digestion et la translocation des protéines, la maturation des hormones, la 
réponse immunitaire, l'inflammation, la coagulation sanguine, le contrôle de la pression sanguine 
et plusieurs autres (Holzer et Heinrich, 1980). 
L'activité protéasique semble omniprésente puisqu'elle a été détectée chez plusieurs 
genres de bactéries, de protozoaires, de moisissures, de levures et de cellules d'eukaryotes 
supérieurs, de même que dans les virus (North, 1982; Jones, 1984; Bond et Butler, 1987). 
Indépendamment de leur origine, toutes les enzymes protéolytiques peuvent être cataloguées en 
4 groupes: les aspartates-protéases, les métallo-protéases, les cystéines-protéases et les sérines-
protéases. Certains inhibiteurs permettent d'associer une protéase à la famille à laquelle elle 
appartient (Tableau Il) (Kay et Dunn, 1990). 
Dans le cycle de vie d'un grand nombre de virus, les protéases virales sont généralement 
impliquées dans le clivage de polyprotéines afin de produire les composants structuraux et non-
6 
CLASSIFICATION DES PROTEASES 
Type of. Examples Diagnostic inhibitors 
active site 
Aspartic pepsin, gastricsin, 
renin, cathepsin D, . pepstatin. 
cathepsin E. 
Cysteine papain, cathepsin L, E-64; cystatins, 
cathepsin B, leupeptin, 
cathepsin H. p-chloromercu ri benzoate. 
Meta lie:.. collagenases, meprin; EDTA, phenanthroline, 
. thermolysin, EC 24.11 phosphoramidon. 
Serine.~ trypsin-like, DFP, Ieupeptin, 
chymotrypsin-Jike, DFP, chymostatin, 
elastase-like. DFP, elastatinal. 
Tableau II: Classification des protéases en 4 groupes selon des inhibiteurs caractéristiques. Tiré 
de Kay et Dunn, 1990. 
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structuraux matures essentiels à la réplication et l'assemblage des particules virales. Elles sont 
aussi responsables de la régulation du cycle infectieux en produisant, précisément dans le temps, 
la bonne proportion de protéines nécessaires à la poursuite de l'infection (Houde, 1990). 
Les protéases virales les plus connues sont regroupées dans le Tableau m. On les retrouve 
surtout au niveau des virus à ARN et de plus en plus chez les virus à ADN dont !'adénovirus, 
les caulimovirus (Kay et Dunn, 1990), les hepadnavirus (Kay et Dunn, 1990), les poxvirus (Yang 
et al., 1988b) et les papovirus (Bowen et al., 1984). Etant donné que les virus à ADN produisent 
des ARN messagers monocistroniques par épissage, donc n'expriment aucune polyprotéine, la 
protéase encodée par ces virus semble jouer un rôle différent de ceux déjà mentionnés. 
En encodant sa propre protéase, le virus peut de cette façon, éviter les restrictions que la 
protéase de l'hôte pourrait lui conférer. C'est probablement la raison majeure pour laquelle les 
différentes familles de virus ont développé leur propre système enzyme-substrat hautement 
spécifique (Krausslich et Wimmer, 1988). Ces enzymes sont toutefois des cibles de choix pour 
d'éventuels traitements chimiothérapeutiques. Tout inhibiteur spécifique contre un processus 
protéolytique viral spécifique qui n'interfère pas avec le métabolisme cellulaire de l'hôte peut être 
d'une importance capitale dans le développement d'agents antiviraux contre une famille entière 
de virus. 
PROTEASE ADENOVIRALE 
L' adénovirus, comme plusieurs autres virus complexes, encode une protéase, laquelle est 
nécessaire à la maturation et à l'infectivité du virus. Cette dernière a été proposée suite à 
l'isolement du mutant thermosensible atlits1 en 1976 (Weber, 1976), lequel était défectif dans la 
8 
PROTEASES VIRALES 
Virus Genetie Name/ Proteinase 
material protein type 
Adeno DNA Adeno 23K serine 
Toga RNA Sindbis nsP2 serine 
(Alpha) RNA Semliki forest serine 
(Pesti) RNA Bovine Viral 
Diarrhoea serine 
Flavi RNA Yellow Fever NS3 serine? 
Pi corna RNA Polio 2A cysteine 
(Entero/ RNA Rhino 2A cysteine 
Rhino) RNA Polio 3C cysteine 
RNA Rhino 3C cysteine 
RNA Hepatitis A 3C cysteine 
(Cardio) RNA EMCV3C cysteine 
(Aphtho) RNA FMDV LProtein cysteine? 
FMDV3C cystcine 
Corno RNA Cowpea Mosaic 24K cysteine 
Poty RNA Tobacco Etch Nia cysteine 
RNA Plum Pox Nia cysteine 
Retro RNA HIV-1 PR as partie 
RNA HIV-2 PR as partie 
RNA MoMLVPR as partie 
RNA HTLV-1 PR as partie 
RNA BLV PR aspartic 
RNA RSVPR aspartic 
RNA MAVPR as partie 
Caulimo DNA Cauliflower Mosaic as partie? 
Hepadna DNA Hepatitis B as partie? 
Tableau ID: Liste des protéases virales les mieux caractérisées. Tiré de Kay et Dunn, 1990. Il 
est à noter que la protéase est d'adénovirus est maintenant classifiée comme une protéase 
de type cystéine. 
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maturation des protéines Ilia, VI, VII, VIII, 1 lk et de la protéine terminale (fP), à température 
non-permissive, menant ainsi à un virus non-infectieux. La mutation de ts1 a été localisée, par 
des expériences de recombinaison et de séquençage, dans l'unité de transcription tardive L3. 
Cette mutation ponctuelle correspondant à la transition d'un C en T, changeant une proline en 
leucine, est située dans le cadran de lecture d'un gène codant pour une protéine de 23kd (Yeh-
Kai et al., 1983). 
La preuve formelle de l'existence de cette protéase fut établie avec la démonstration de 
clivages in vitro, des protéines précurseurs virales en présence de l'enzyme exprimée et purifiée 
dans E. coli (IIoude et Weber, 1990b; Anderson, 1990). 
Le gène a été séquencé dans 12 sérotypes adénoviraux différents. L'alignement des 
séquences en acides aminés traduites à partir des séquences d' ADN (Figure 2) démontre une 
grande conservation entre ces dernières. Toutefois, aucune homologie significative n'a pu être 
démontrée avec toute autre protéine connue (Faxing et Weber, 1993). 
PROPRIETES DE LA PROTEASE AD2 
SPECIFICITE DE SUBSTRAT 
Contrairement à la majorité des protéases connues, la protéase de !'adénovirus semble 
avoir une activité très limitée. C'est-à-dire qu'elle effectue son activité protéolytique que selon 
certaines séquences spécifiques correspondant à: 
(M,I,L)XGG-X ou (M,I,L)XGX-G 
Ces sites ont été proposés suite à une étude effectuée par Webster et al. (Webster et al., 1989) 
à l'aide d'une variété d'octapeptides synthétiques et de virions d'adénovirus fragmentés comme 
10 














































* • * ••• • •••• * •• • •• •• • • • • * • • • 











SAVSSSSSKCVTLVKSHQTVQGPH-----SA.ACGLFCVLFLAAFGKYPQNPKNNNPIMGPIEGVPNDQMFNPCYTKTLYRNQQWVYSYLNKNSLYFRLHV . . . . . . . .. . . . 
:· 
EELRRETALNALPENHV-------- 206 a.a. 
AQIEADTAFDKMLTN---------- 204 a.a. 
EYIVSNTKIGLIKSHI--------- 202 a.a. 
AAIKTRTAFNK-LKQ---------- 206 a.a. 
ERIEKATSFTKMQNGLK-------- 206 a.a. 
AQIRSATSFCHLKNM---------- 204 a.a. 
ARIERATAFDRMDMQ---------- 209 a.a. 
ARIEKATAFDRMNQDM--------- 201 a.a. 
ERIKKATAFDQMKNNM--------- 205 a.a. 
ERIEKATAFDQMKNAQVLFHNKIFY 214 a.a. 
ELIIOtNTAFDKLLVRK--------- 204 a.a. 
* 
Figure 2: Alignement des séquences de protéases adénovirales, humaine (H), canine (Can), murin 
(Mav), bovin (Bav) et de l'avian (Aav). L'alignement fut effectuée par le programme 
CLUSTAL V, en utilisant des intervalles de pénalité fixes ou variables de 10. La 
numérotation est accordée selon la séquence de l'ad2 (H2). Puisque l'ad5 diffère 
de l'ad2 que par un H à la position 63, il n'est pas inclus. (*)Conservé à travers toutes 
les séquences, (o) substitutions conservées. Tiré de Faxing, C. et Weber, J.M, 1993. 
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source d'enzyme. Le Tableau IV montre une énumération des protéines adénovirales pour 
lesquelles le ou les sites de clivage ont été déduits ou confirmés. Certains de ces sites furent 
vérifiés par des clivages in vitro. Tous les clivages obtenus avaient été prévus (Weber, 1990). Le 
séquençage des régions N-terminales des produits de clivage des protéines pVI, pVII et llk a 
permis de confirmer les sites qui avaient été déduits à partir des séquences (Weber, 1990). Aucun 
site de clivage a été identifié à l'intérieur de la protéase (Anderson, 1990). 
On observe dans le virion, des protéines qui possèdent un ou plusieurs sites de clivage 
mais ne sont pas clivées par la protéase. On suppose que ces sites pourraient être inaccessibles 
à l'enzyme, lors de la maturation du virus. C'est le cas par exemple de l'hexon (Il) où l'on a 
observé que ces sites de clivage, dans la structure quaternaire de la protéine, sont inaccessibles 
de l'intérieur du virion. Ces derniers pourraient être clivés lors de la décapsidation d'une infection 
subséquente (Weber, 1990). 
La conservation de la spécificité de clivage à travers les différents sérotypes nous permet 
d'effectuer des essais in vitro avec une enzyme d'un sérotype et des substrats de sérotypes 
différents (Houde et Weber, 1990a). La protéase adénovirale peut aussi cliver des substrats non-
viraux, tels l'actine, l'ovalbumine, le cytochrome c et le fibrinogène. Mais en général, ces 
protéines doivent être dénaturées à la chaleur avant d'être utilisées dans les essais enzymatiques 
afin d'augmenter l'efficacité de clivage (Tihanyi et al., 1993). 
PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 
La protéase de l' adénovirus est une protéine monomérique de 24 838 Da ne portant pas 
de modification postraductionnelle et de lien disulphide mesurable (Tihanyi et al., 1993). 
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PROTEINES ADENOVIRALES CLIVEES PAR LA PROTEASE 
Peptide cleaved~ 
Virus Prote in• Cleavage Site Pl in vitro in vivo 
H2° pVII (197) MFGG AKKR 24 Yes Yes 
pVIII(227) LAGG FRHR 111 Yes 
pVI(250) MSGG AFSW 33 Yes Yes 
" IVGL GVQS 239 Yes 
llK (79) MAGH GLTG 26 
LTGG MRRA 31 Yes 
MRGG ILPL 50 Yes 
pTP (668) MRGF GVTR 172 Yes 
MGGR GRHL 180 Yes 
LGGG VPTQ 314 No 
MTGG VFQL 346 No 
pIIIa(585) LGGS GNPF 570 
L-l-52K(415) LAGT GSGD 351 
Hl2 pVI (265) 4 LNGG AFNW 33 Yes 
" IVGL GVKS 254 Yes 
11K(72 )4 LTGN GRFR 27 Yes 
" MKGG VLPF 42 Yes 
pVII4 AXTR Yes 
pIIIa' GNPF Yes 
H41 pVIII (233). LAGG SRHV 111 
pVI' IVGL GVKS 
CANl pVII ( 132 )1 LFGG AKQK 23 
MAVl pVI11 IMGL GLQP 
Tableau N: 
a Le nombre d'acides aminés des protéines précurseurs est donné dans les parenthèses. 
b Un tiret, indique que le site de clivage n'a pas été confirmé de manière directe, comme le 
séquençage ou par clivage in vitro du peptide relié. 
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c Les sites de clivages des protéines PVI, p VII, p VIIl et L-1-52K de H5 sont identiques à celles 
de H2 (J. Chroboczek, F. Bieber and B. Jacrot, Virology 186, 280 (1992). 
d P. Freimuth and C.W. Anderson Virology 193,348 (1993). 
e N. Pieniazek, and R.B. Luftig, Nucl. Acids Res. 17, 5398 (1989). 
f C.I.A Toogood, R. Murali, R. Burnett and R.T. Hay J. Gen. Virol. 70, 3203 (1989). 
g F. Cai, and J.M. Weber, Virology 193, 986 (1993). 
h J.M. Weber, F. Cai, R. Murali, and R.M Bumett, J. gen. Virol. in press, (1993). 
Tiré de Weber, J.M et Tihanyi, K (1993 preprint). 
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L'activité spécifique est de 12,9 nn101-1 min-1 nmo1-1• Son point-isoélectrique (pl) est de 10,59 et 
son activité est optimale à pH neutre (Tihanyi et al., 1993). 
Il a été observé que la protéase copurifie avec le core des virions matures, dans les 
noyaux des cellules infectées (Anderson, 1990). 
ACTIVATION 
L'expression et la purification de la protéase dans les systèmes de E. coli et de 
baculovirus ont permis de caractériser l'enzyme dans des systèmes simples, de manière à éviter 
les problèmes d'interprétation engendrés par les facteurs multiples des systèmes complexes. Les 
systèmes simples ont permis de conclure que la protéase de !'adénovirus est une protéase du type 
cystéine grâce à des études réalisées en présence d'inhibiteurs spécifiques à cette classe de 
protéases. Ce fut toutefois une surprise générale lorsqu'il a été observé que l'enzyme pure, en 
présence d'un substrat pur spécifique, n'avait aucune activité protéolytique. Il a alors été suggéré 
que la protéase nécessitait la présence d'un cofacteur pour son activité enzymatique. Le cofacteur 
est un produit de clivage de la protéase de 11 aa provenant de la région C-terminale de la 
protéine pVI: Nllz-GVQSLKRRRCF-COOR Il n'est pas encore clair comment le peptide active 
l'enzyme ou s'il est absolument nécessaire pour le clivage de d'autres substrats protéiques 
adénoviraux. La région de p VI a été séquencée dans plusieurs sérotypes et apparait comme étant 
très conservée (Tableau V) (Weber, soumis). Parmi les études effectuées sur ce sujet, Anderson 
et al. (Mangel et al., 1993) mentionnent que certains polymères négatifs, dont l' ADN et l' ARN, 
semblent augmenter l'activité enzymatique de la protéase d'au moins 10 fois (Mangel et al., 
1993). L'utilisation de l' ADN comme cofacteur de protéase est sans précédent En raison de leur 
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Tableau V: Séquences des peptides pVI-C agissant comme cofacteur de la protéase. Tiré de 












besoin apparent d'un cofacteur (Mangel et al., 1993; Webster et al., 1993) et de leur séquence 
en acides aminées (aa), les endoprotéases adénovirales représentent une toute nouvelle classe 
d'enzymes protéolytiques. 
SITE ACTIF 
Si la protéase adénovirale se conforme à sa classe cystéine, son site actif devrait être 
composé d'une cystéine, d'une histidine et d'un aspartate (Beynond et Bond, 1989). Toutefois, 
on observe que dans la famille des papaïnes seulement une cystéine et une histidine semblent 
impliqués dans la catalyse (Baker et Drenth, 1987). 
L'alignement de séquences des endoprotéases de 12 adénovirus parmi lesquels certains 
sont très distants en terme d'évolution, dont l'homme et le poulet, nous démontre qu'une seule 
histidine est conservée, H54 et 2 cystéines C104 et C122 (Figure 1) (Cai et Weber, 1993). 
Des mutations introduites dans ces résidus et ailleurs, combinées à des essais de liaison 
au E64, suggèrent les résidus H54 et C104 comme membres du site actif. Aucun candidat pour 
le troisième résidu n'a été proposé. 
L'identification des résidus critiques du site actif est importante dans l'étude de la 
structure secondaire et tertiaire de l'enzyme, afin de déterminer des inhibiteurs potentiels 
appropriés pour la chimiothérapie d'infections adénovirales. 
ROLE DANS L'INFECTION DU VIRUS 
La protéase de !'adénovirus est encapsidée durant l'assemblage du virus et il semble que 
les protéines précuseures soient clivées durant ou subséquemment à l'assemblage du virion 
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(Weber, 1990). 
Suite aux connaissances acquises sur les protéases au cours des dernières années, plusieurs 
questions nous viennent encore à l'esprit. Par exemple, par quel mécanisme la protéase reste 
inactive jusqu'à son association avec les virions matures (Weber, 1990)? 
Les protéines adénovirales connues clivées par la protéase, c'est-à-dire ma, pTP, llk(mu), 
L1-52K, p VI, p VIT et p VIII sont toutes présentes dans le virion lors de sa maturation. 
La nécessité du cofacteur peptidique pourrait être critique au niveau du contrôle de 
l'activité protéolytique juste avant l'encapsidation de l'enzyme de manière à prévenir les clivages 
précoces. Bien que la fonction précise de ces clivages de maturation reste inconnue, des études 
avec ts1 ont démontré que le clivage n'est pas nécessaire à l'assemblage du virus. Cependant, ces 
virions ne sont pas infectieux puisqu'ils ne peuvent se décapsider (Weber, 1976; Mirza et Weber, 
1980; Mirza et Weber, 1979; Miles et al., 1980). 
Le phénotype de ts1 est en accord avec l'hypothèse que le clivage de maturation serait la 
dernière étape menant une particule virale à l'infectivité (Weber, 1990; Weber, 1976). 
Donc une fonction possible serait la préparation des virions à la décapsidation dans une 
infection subséquente. Elle pourrait aussi permettre la libération des virions complets de leur 
ancrage sur la matrice nucléaire par le clivage des précurseurs des protéines terminales, lesquelles 
sont liées de façon covalente à l' ADN destiné à être encapsidé (Khittoo et al., 1986; Challberg 
et Kelly, 1981; Fredman et Engler, 1993). 
DESCRIPTION DE PROJET 
La première partie de mon projet de maîtrise consistait à mettre au point un système 
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d'essai enzymatique simple (substrat-enzyme purifiée), nécessaire à l'étude de l'activité de la 
protéase de l' adénovirus de type 2 ( ad:i). 
En seconde partie, le phénotype de ts1 est étudié afin de mieux comprendre le rôle de la 
protéase de l'a~ dans l'infectivité du virus. Plus particulièrement, la localisation de l'enzyme 
mutante par rapport à l'enzyme de type sauvage, fait l'objet de cette section. 
En dernière partie, on aborde la question de l'encapsidation de la protéase dans les 
virions. Cet aspect pourrait expliquer une partie du mécanisme de contrôle de l'activité 
protéolytique afin de prévenir la maturation précoce. 
Le but ultime de ces études est de mieux comprendre la protéase d'ad2 afin d'espérer 
développer éventuellement des agents antiviraux spécifiques à la classe des adénovirus. 
MATERIEL ET l\IBTHODES 
A. ACTIVITE DE LA PROTEASE 
1. SOURCES DE PROTEASE 
1.1 Lysats bactériens 
pLPV: vecteur comportant le gène de la protéase (Bourbonnière, 1990) 
pLAM: vecteur contrôle (Bourbonnière, 1990) 
La séquence codante de la protéase de l' adénovirus de type 2 a été sous-clônée dans 
pLAM, un vecteur d'expression modifié de pRIT2T, sous le contrôle du promoteur pL (I'ihanyi 
et al., 1993). Les plasmides recombinants furent transfectés et sélectionnés sur des cellules 
N99CI+ qui expriment le répresseur CI lambda sauvage de façon constitutive. Les plasmides 
sélectionnés ont été transférés dans les cellules AR120 afin de maximiser l'expression. AR120 
est dérivé de N99 et est CI+ (Mottet al., 1985). L'induction par l'inactivation de CI+ peut être 
engendrée par l'acide nalidixique (80ug/ml) ou via le mécanisme SOS lorsque les cellules 
atteignent une haute densité (Mottet al., 1985). 
1.2 Protéase purifiée 
La protéase sous forme purifiée a été utilisée dans la majorité des essais. La purification 
de l'enzyme a été effectuée à partir du système prokaryote (pLPV/AR120), selon la méthode 
décrite précedemment par Karoly Tihanyi (I'ihanyi, 1993). 
La pureté a été évaluée selon la proportion de protéase détectée sur gel SDS-PAGE coloré 
au nitrate d'argent (Bollag et Edelstein, 1991) par rapport aux autres protéines lorsqu'un 
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échantillon concentré provenant de la dernière étape de purification a été chargé en excès sur 
le gel. Par exemple l'apparition d'une seule bande correspondant à la protéase nous indiquait que 
la protéase avait une pureté de 99-100%. Il faut toutefois tenir compte que la technique a une 
limite de détection minimale de lng ce qui indique que des protéines présentes à une 
concentration inférieure dans l'échantillon ne seront pas détectées. Généralement leur proportion 
par rapport à la protéase dans l'échantillon est négligeable d'où nous en n'avons pas tenu compte 
dans la majorité des essais. 
2. SUBSTRATS 
2.1 Substrat ts1 
Les virions d'ad2tsi-39°C marqués à la methionine-35S, purifiés et fragmentés constituent 
le substrat sur lequel les essais de l'activité protéasique ont été effectués. La préparation de ces 
virions a été décrite précédemment (Weber, 1976). 
2.2 Recherche informatisée de substrats 
La liste des protéines possédant le site de clivage spécifique à la protéase a été obtenue 
de la banque de données, Swissprot. 
2.3 Ovalbumine 
L'ovalbumine (Sigma) fut dissoute dans un tampon TE (Tris lümM pH 7.0, EDTA lmM), 
marquée à l'iode125 (Markwell et Fox, 1978) et dénaturée à la chaleur 5 minutes avant d'être 
utilisée dans les essais d'activité protéolytique. 
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2.4 Protéine pVII canin 
La protéine adénovirale précurseure VII d'origine canine fut clonée, exprimée et purifiée 
à l'aide du kit Xpress System Protein Purification de Invitrogen corporation. 
2.5 Marquage à l'iode125 
Le marquage des protéines à l'iode125 fut réalisée selon une technique décrite par 
Markwell (Markwell et Fox, 1978), avec l'utilisation de l'IODO-GEN comme agent iodant. 
L'IODO-GEN a été préféré au chloramine T en raison de sa plus grande délicatesse de son 
efficacité. Suite au marquage, une dialyse de 24 heures à température ambiante, fut effectuée 
contre un tampon TE afin d'éliminer l'iode libre. Les protéines marquées furent utilisées pour 
les essais d'activité protéolytique dans les 3 jours suivant le marquage en raison d'une 
dégradation rapide observée après ce temps. 
3. ESSAIS PROTEOLYTIQUES 
Tous les essais protéolytiques ont été effectués dans un tampon TE (Tris lOmM pH 7,0, 
EDTA lmM), sauf lorsqu'indication contraire. Les réactions ont été arrêtées par la solution de 
lyse (Houde, 1990) et chargées sur un gel SDS-PAGE (section 4). Les résultats ont été révélés 
à l'aide d'une autoradiographie de ces gels. Lorsque le substrat ts1-met[35S] (section 2.1) a été 
utilisé, 1 'activité protéolytique a été évaluée selon le taux de protéines p VII transformées en VII. 
Dans les cas de substrats tels l'ovalbumine et pVII canin, l'activité a été estimée selon le taux 
de disparition du substrat de départ ou l'apparition de produits, dans les réactions où l'enzyme 
a été ajoutée par rapport aux réactions où elle était absente. 
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L'enzyme pure a été ajoutée à raison d'environ 600 ng par réaction. Toutefois la 
proportion de molécules actives et dans la bonne conformation n'a pas encore été évaluée. Les 
extraits bactériens exprimant la protéase ont été ajoutés à environ 1 ug par réaction. 
Les réactifs suivants ont été ajoutés dans certaines réactions: 
i. pVl-C ~-GVQSLKRRRCF-COOH) (Coast Scientific S.D.), a été préparé dans l'eau 
nanopure stérile en prenant soin de limiter l'oxidation (forme réduite). Pour obtenir la 
forme oxydée, nous avons placé le peptide en solution à l'air au moins 24 heures à la 
température de la pièce. Les concentrations utilisées variaient de 0 à 64uM. 
ii. DNase I (Pharmacia LKB Biotechnology), a été ajoutée selon des quantités variant de 0 à 
lOOOng. 
4. GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS-PAGE 
Les gels ont été faits selon la méthode de Maizel (Maizel, 1969) sur des appareils SE 
600 de Hoefer Scientific Instruments. La concentration de polyacrylamide a été de 12,5% dans 
tous les essais de ce travail. 
B. ETUDE DU PHENOTYPE DE TSl 
6. CELLULES ET INFECTION VIRALE 
Des cellules de type Hep-2 (Moore et al., 1955) ont été cultivées dans des pétris de 
culture cellulaire (lOOmm) dans du milieu DMEM (Dulbecco et Freeman, 1959) avec 10% v/v 
de sérum de veau. La couche monocellulaire a été infectée lorsqu'elle atteignait 80 à 95% de 
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confluence avec une multiplicité d'infection (MOI) de 10 unités de formation de plage/cellule 
(PFU, plaque forming unit). Ensuite la concentration de sérum de veau a été abaissée à 2.5% v/v. 
L'incubation des cellules durant l'infection a été faite à 39°C. 
7. MARQUAGE DES PROTEINES VIRALES IN VIVO 
Les protéines virales ont été marquées in vivo à la méthione-[35S] (Amersham) de la 
22ième heure d'infection jusqu'à la 24ième heure, à raison de 75Ci par millilitre (ml), la 
température ayant toujours été maintenue à 39°C. 
8. EXTRACTION DES NOYAUX 
L'extraction des noyaux des cellules infectées et non-infectées a été effectuée selon la 
méthode décrite précédemment (Houde, 1990). Les extraits nucléaires et cytoplasmiques ont été 
conservés 24 heures à 4°C avant leur utilisation. 
9. ESSAIS DES PROTEASE NUCLEAIRES IN VITRO 
Les noyaux isolés de cellules infectées et non-infectées ont été soniqués pendant 5 
secondes à 40 cycles (Sanie Dismembrator-Artek Co.) juste avant d'être ajoutées aux réactions. 
Les extraits nucléaires non-marqués ont été incubés en présence du substrat (ad2ts1-[
35S]) selon 
différentes conditions. Quant aux extraits marqués à la méthionine-[35S] in vitro, ils ont été 
incubés seuls selon différentes conditions. Les réactions ont eu lieu dans un tampon TE (Tris 
lOmM pH7,0, EDTA lmM) et incubées durant 16 heures, aux températures 4°C et 40°C selon 
les indications. Dans certains cas le cofacteur pVl-C et de la DNaseI ont été ajoutés. Les 
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réactions ont été arrêtées par addition de la solution de lyse-SDS (Houde, 1990) et bouillies 
durant 3 minutes. L'activité protéolytique a été détectée en mesurant la conversion de la protéine 
pVII en VII sur gel de SDS-PAGE de 12,5% (section 4). 
IO.TRANSFERT SUR MEMBRANE DE NITROCELLULOSE (WESTERN BLOT) 
Le transfert des protéines à partir de gel de polyacrylamide SDS-P AGE sur membrane de 
nitrocellulose (Hybond-C, Amersham) par le système d'électro-transfert polyblot de la 
compagnie Hoefer scientific instruments (HSI) a été effectué tel que décrit par le fabricant 
11.IMMUNODETECTION 
L'immunodétection a été réalisée grâce à un anticorps polyclonal de lapin préparé à partir 
de la protéase de type sauvage purifiée exprimée dans E. coli, par le vecteur pLPV. Les 
complexes antigènes-anticorps ont été détectés avec de la protéine-A iodinée par la méthode de 
chloramine-T. Cette technique peut détecter des concentrations de protéines de 50-lOOpg (Bers 
and Garfin, 1985). 
C. LOCALISATION DE LA PROTEASE 
12.ETAT DE SOLUBILITE DE LA PROTEASE 
Les extraits de noyaux ont été incubés selon différentes conditions durant 16 heures à 
40°C. Ils ont ensuite été centrifugés à 10 OOOrpm durant 5 minutes. Les surnageants ont été 
séparés des culots. Ces derniers ont été resuspendus dans un volume de tampon (Tris lOmM pH 
7.0, lmM EDTA) égal au volume du surnageant (50ul). Les échantillons de culots et de 
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surnageants ont ensuite été soumis à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE 
(section 4) et transférés sur une membrane de nitrocellulose. La présence de protéase dans ces 
échantillons a été révélée par une immunodétection (section 11). 
13. EXTRACTION DES MATRICES NUCLEAIRES 
Cette méthode a été effectuée tel que décrit précédemment (Khittoo et al., 1986). 
Contrairement à ce qui avait été fait en 1986, la présence de ts1 a été révélée par un transfert sur 
nitrocellulose suivit d'une immunodétection (section 10 et 11) au lieu d'un test d'activité des 
matrices nucléaires en présence du substrat ts1-[35S]. 
D. ENCAPSIDATION DE LA PROTEASE 
14.LIAISON DE LA PROTEASE A L' ADN 
14.1 Recherche informatisée de motif de liaison à l' ADN dans la protéase de l'adénovirus 
Une recherche informatisée à l'aide de la banque de données GENE BANK, a été effectuée 
afin d'identifier des sites potentiels de liaison à l' ADN dans la séquence de la protéase, tels que 
l'hélice-tour-hélice et les doigts de zinc. 
14.2 ADN 
i. p194: Cet ADN provient du plasmide pBES (N. Stow CSHl0.10.1980) qui contient 
l'extrémité de gauche (0 à 9%) du génome de l 'Ad2. A partir de ce plasmide nous avons amplifié 
par PCR (Innis et al., 1990) la région correspondant au domaine d'encapsidation, c'est-à-dire 
entre les nucléotides 186 et 380 à l'aide des amorces suivantes: 
p194 5': 5'-CCGGTGTATACGGGAAGTGA-3' 
p194 3': 3'-TCCACGTAAACGGTCAAAGT-5' 
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Toutes les réactions ont eu lieu dans un volume de lOOul contenant: Tris lOmM pH 7,5, 
50mM NaCl, lOmM MgC12 et 1,5 mM deoxynucleotides triphosphates (dNTP). Les cycles de 
température du PCR se sont déroulés selon les conditions suivantes: la dénaturation initiale du 
brin matrice a duré 90 secondes à 92°C. La température a ensuite été abaissée à 55°C pour 
favoriser l'hybridation de l'amorce et ce pendant une durée de 90 secondes. La température a de 
nouveau été augmentée jusqu'à 72°C pendant 3 minutes, pour permettre la polymérisation 
(élongation). Après ce premier cycle, on a procédé avec 30 cycles semblables à ce dernier (Saiki, 
et al., 1988). 
ii. AP2 : Oligonucléotide de 26 paires de bases portant le site de liaison du facteur de 
transcription AP2, fournie par Promega dont le numéro de catalogue est: E3211. 
iii. néo : Oligonucléotide de 254 paires de bases correspondant à la région 966 à 1223 nucléotides 
du gène néo. L'amplification par PCR de cette région à partir de la construction N2 fut réalisée 
à l'aide des primers suivants: 
néo 5': 5' -ATGACCGACCAAGCGACGCC-3' 
néo 3': 3'-GCTGCTGGTTTCCTGGATGC-5' 
Le programme de PCR ainsi que les conditions de réaction sont exactement les mêmes 
que ceux utilisés ci-haut pour p194. 
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iv. ADN GENOMIQUE Ad2 : La purification de l'ADN viral a été réalisée tel que décrit 
précédemment (Houde, 1990) et digéré à l'aide des enzymes de restriction Hind fil et Nco 1 
(Pharmacia ). 
v. ENZYMES DE RESTRICTION: 
Les sites de restriction de p194 et de néo ont été identifiés à l'aide du programme 
"Cyborg". 
Les enzymes de restrictions nécessaires aux manipulations de l' ADN ont été obtenues de 
sources variées (Pharmacia, Promega) et utilisées selon les directives des manufacturiers. 
vi. PURIFICATION DE BANDES D'ADN A PARTIR DE GEL D'AGAROSE: 
Les produits de PCR ont été séparés sur un gel d'agarose 1 % Nusieve 2%, dans un 
tampon TAE (Maniatis et al., 1989). L'extraction et la purification des bandes d'ADN ont été 
réalisées selon le Sephaglas BandPrep Kit de Pharmacia. 
14.3 SOURCE DE PROTEASE 
La protéase sous forme purifiée (section 1.2) a été utilisée dans les essais portant sur la 
liaison de la protéase à l' ADN, à raison d'environ 600ng par réaction, la proportion de molécules 
dans la bonne conformation étant inconnue. 
14.4 FILTRE DE RETENTION (FILTER BINDING) 
La méthode des filtres de rétention, permet de séparer rapidement les complexes ADN-
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protéines de l' ADN libre en utilisant des filtres de nitrocellulose (Ausubel et al., 1992). 
Les filtres de nitrocellulose (Amersham Hybond-C extra) ont été traités selon la méthode 
décrite par Moran (Rikitake et Moran, 1992) et entreposé dans le tampon DBB (20 mM Tris-HCl 
pH 7.4, 10% glycérol, 50 mM KCl, 0.1 mM Dithiothreitol et 0.1 mM PMSF) décrit dans cette 
méthode. Cependant le PMSF a été omis puisqu'il est un inhibiteur important de protéase. Les 
échantillons ont été préparés avec le tampon DBB et différentes concentrations de protéines 
variant de 1X10-12M à 1X10-7M Nous avons utilisé le BSA (Boehringer) comme contrôle négatif 
et !'histone (Sigma) comme contrôle positif. La protéase a été préparée tel que décrit ci-haut. 
Nous avons utilisé 10 ng d' ADN génomique d'a~ fragmenté pour une série de réactions et 15 
ng d'ADN néo pour l'autre série. Les ADN ont été marqué radioactivement en utilisant un 
système à amorce multiple (Amersham, Multiprime DNA labelling System, RPN 1601). 
Les réactions ont eu lieu dans un volume final de 20ul à 37°c durant 30 minutes. Ensuite 
le volume a été complété à 200ul avec le tampon DBB et filtré à l'aide de l'appareil de 
microfiltration Bio-Dot SF de BIO-RAD. Deux lavages de lml de tampon DBB furent 
nécessaires pour chaque puit, afin d'être sûr que l'ADN libre ne restait pas sur le filtre. Les 
filtres de nitrocellulose furent séchés à l'air et autoradiographiés. 
14.5 GEL DE RETARDATION (GEL RETARDATION) 
La méthode de gel de retardation (Hennighausen et Lubon, 1987) permet de déterminer 
si une protéine donnée lie l' ADN de façon spécifique ou non-spécifique. 
Les réactions ont eu lieu dans un volume final de 20ul (20% Glycérol, 5 mM MgCl:z, 2.5 
mM EDTA, 2.5 mM DTT, 250 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 600 ng Protéase et 1 ng 
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d' ADN cible). Ces échantillons ont été incubés 20 minutes à température de la pièce. Les 
échantillons ont été soumis à une électrophorèse sur un gel de polyacrylamide-bisacrylamide 
(40:1) non-dénaturant de 4%. La migration a eu lieu sur des appareils SE 600 de Hoefer 
Scientific Instruments. Les gels ont ensuite été séchés et autoradiographiés. 
RESULTATS 
Le présent travail est divisé en trois sections. La première, regroupe les données 
concernant l'activité de la protéase de l' adénovirus de type 2. Dans la seconde partie, une étude 
concernant le phénotype du mutant thermosensible ts1 a été réalisée afin de mieux comprendre 
le rôle et le mécanisme de contrôle de la protéase virale de type sauvage. De nouvelles données 
sur l'encapsidation de la protéase font l'objet de la dernière partie. 
A. ACTIVITE DE LA PROTEASE 
Alors que les extraits bactériens exprimant le gène de la protéase étaient remplacés peu 
à peu dans les essais enzymatiques par la protéase purifiée, le virion ts1 purifié et fragmenté 
demeurait le seul substrat disponible à l'époque. Ce dernier étant un substrat complexe c'est-à-
dire qu'il comporte plusieurs facteurs protéiques, nous nous devions de trouver un substrat simple 
afin de mieux caractériser la protéase adénovirale. Nous avons alors effectué une recherche 
informatisée à l'aide du GENE BANK (section 2.2, matériel et méthodes), dans le but de trouver 
d'autres protéines non-reliées au virus qui porteraient au moins un site de clivage spécifique à 
la protéase ((M,I,L)XGG-X ou (M,I,L)XGX-G). Les protéines ovalbumine, fibrinogène, 
cytochrome cet actine ont été révélées comme comportant ce site. L'ovalbumine en raison de 
sa stabilité et de son coût a été choisie parmis ces dernières comme protéine susceptible de 
pouvoir remplir le rôle de substrat dans la mise au point d'un système simple (substrat-enzyme) 
nécessaire à l'étude biochimique de l'enzyme. 
L'ovalbumine est une protéine très compacte de 42 350 Da comportant qu'un seul site 
de clivage spécifique à la protéase qui engendre deux produits de 35 200 et 7150 Da. 
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L'ovalbumine utilisée dans les essais enzymatiques a été dénaturée à la chaleur 5 min. avant 
chaque réaction de manière à augmenter l'accès des protéases aux sites de clivage et de favoriser, 
par le fait même, le taux de digestion. Elle a de plus, été marquée radioactivement à l'aide 
d'iode125• L'iode a pour caractéristique de se lier principalement aux résidus de tyrosine lesquels 
sont au nombre de 8 au niveau du produit de 35 200 Da et de 2 dans celui de 7150 Da. Donc 
ces produits devraient être visualisés sur un autoradiogramme. Cependant, comme vous pourrez 
l'observer dans les résultats suivant, la digestion par la protéase adénovirale a engendré plus de 
2 produits radioactifs: 35kd, 24.5kd, 18.5kd, 16kd, 15kd et 7.5kd (Figure 4), ce qui suggère la 
présence de sites de clivage spécifiques à la protéase qui nous sont encore inconnus. Ces produits 
seront analysés dans un avenir prochain par séquençage des régions N-terminales. 
Ces produits étant obtenus de façon constante, nous avons tout de même utilisé 
l'ovalbumine dans nos essais enzymatiques pour étudier l'activité protéolytique adénovirale. 
Toutes les réactions ont eu lieu dans un tampon TE (fris lümM pH 7.0, EDTA lmM) à 37°C 
durant 16 heures, sauf indication contraire. 
La Figure 3 démontre un clivage de l'ovalbumine par l'extrait bactérien exprimant la 
protéase (pLPV) (piste c) par rapport à l'extrait bactérien contrôle (pLAM) où aucune digestion 
a été observée (piste b). Contrairement aux résultats d'Anderson (Mange! et al., 1993) et de 
Kemp (Webster et Kemp, 1993) qui ont publié que le cofacteur pVI-C était absolument 
nécessaire à l'activité de l'enzyme, nous n'observons aucune modification de l'activité 
protéolytique suite à l'addition de ce dernier à des concentrations de 20 et 40uM aux réactions 
contenant pLPV (pistes e et g) et pLAM (pistes d et f). Il est toutefois possible qu'un facteur 
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Figure 3: Profil de clivage de l'ovalbumine par la protéase recombinante. L'ovalbumine a été 
marquée à l'iode125, dénaturée à la chaleur durant 5 minutes et soumise aux traitements 
suivants: substrat incubé à 37°C (pistes a à h), sans enzyme (piste a), en présence de 
l'extrait bactérien exprimant la protéase, pLPV (piste c) et de l'extrait bactérien contrôle, 
pLAM (piste b). Le cofacteur pVI-C a été ajouté dans les réactions des pistes d à h à des 
concentrations de 20 et 40uM en présence de pLAM et de pLPV. L'effet du cofacteur sur 
le substrat est démontré dans la piste h où la protéase a été omise. Les protéines de ad2wt-













Figure 4: Profil de clivage de l'ovalbumine par la protéase recombinante purifiée en présence de 
pVI-C et de l'ADN. L'ovalbumine a été marquée à l'iode125, dénaturée à la chaleur 5 
minutes et soumise aux traitements suivants: substrat incubé à 37°C 16 heures (piste a à 
e), sans enzyme (piste a), en présence de la protéase purifiée (piste b) avec le ro.fàdrur 
pVI-C (piste c). Dans les pistes d et e de l'ADN de thymus de veau (2,5 ug) a été ajouté 
seul (piste d) et en présence de pVI-C (piste e) aux réactions. Les protéines de ad2wt-[35S] 
ont été utilisées comme marqueur de poids moléculaire (piste f). 
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l'enzyme. Cette ambiguïté témoigne de la faiblesse d'un système complexe. Afin de clarifier cette 
question, nous avons procédé à un essai enzymatique ne comportant que l'ovalbumine marquée 
et l'enzyme sous forme purifiée en présence et en absence du cofacteur. 
Comme nous pouvons l'observer dans la Figure 4, la protéase purifiée peut très bien 
digérer l'ovalbumine avec (piste c) ou sans (piste b) l'addition du cofacteur pVI-C. Donc la 
protéase de !'adénovirus de type 2 exprimée et purifiée dans notre laboratoire, lorsque soumise 
aux conditions décrites ci-haut n'a pas besoin du cofacteur pour digérer l'ovalbumine. Toutefois 
nous avons observé qu'avec des octapeptides possédant le site de clivage spécifique de la 
protéase, le cofacteur était utilisé par l'enzyme de façon variable; c'est-à-dire que parfois il est 
essentiel à l'activité alors qu'à d'autres moments il est inutile (Tihanyi, 1993). Nous n'avons pu 
déterminer les raisons de ces variations à ce jour. 
En plus du peptide pVI-C, Anderson (Mangel et al., 1993) suggère que l'ADN serait 
nécessaire comme 2ième cofacteur à l'activité de l'enzyme. L'ajout d' ADN dans nos réactions 
ne semble pas influencer l'activité de la protéase comme on peut l'observer dans la Figure 4, 
lorsqu'on compare les pistes d et e où l' ADN a été ajouté par rapport aux pistes b et c où 
l'ADN est absent et ce, en absence ou en présence de pVI-C. 
L'activité de la protéase reste à ce jour que partiellement comprise, mais les données qui 
ne cessent de s'accumuler, devraient d'ici peu, nous permettre de mieux comprendre ce 
phénomène. 
B. PHENOTYPE DE TSl 
L'étude du phénotype de ts1 est très importante à la compréhension du mécanisme de 
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contrôle et du rôle de la protéase dans l'infectivité du virus. A notre grande surprise, des essais 
réalisés dans notre laboratoire impliquant des extraits bactériens exprimant la protéase de ts1 en 
présence du substrat ts1 (section 2.1, matériel et méthodes) ont démontré que la protéase mutante 
pouvait cliver les protéines précurseures virales. Nous avons alors voulu vérifier si la protéase 
de ts1 était active dans les noyaux des cellules infectées par le virus ts1• 
La protéase de ts1, tout comme sa contrepartie la protéase de type sauvage, sont localisées 
au niveau des noyaux des cellules infectées. Leur présence physique a été démontrée par une 
technique de transfert de protéine sur nitrocellulose (Western blot) conjuguée à une 
immunodétection impliquant des anticorps spécifiques couplés à la protéine A-1251. Ces techniques 
ont aussi permis de constater que ces enzymes étaient présentes en concentration équivalente 
(Labrecque et al., en préparation). Des essais enzymatiques impliquant des noyaux et des 
cytoplasmes de cellules infectées par les virus ts1 et wt ont confirmé la localisation de la protéase 
mutante et de type sauvage au niveau du noyau. L'expérience, dite en Trans, consistait à infecter 
les cellules avec les virus ts1 et wt. Les noyaux et les cytoplasmes ont été extraits à la 24ième 
heure après l'infection et incubés en présence du substrat ts1 (section 2.1, matériel et méthodes) 
à 40°C durant environ 16 heures. Les réactions ont été arrêtées avec la solution de lyse et 
soumises à une électrophorèse. L'évaluation de l'activité enzymatique a été effectuée selon le 
taux de protéine pVII réduit en VII du substrat tsi- Nous pouvons observer dans la Figure 5 qu'il 
n'y a aucune activité détectable dans les extraits cytoplasmiques (piste c) et nucléaires (piste d) 
des cellules infectées par ts1 en présence du substrat ts1• Nous verrons plus en détail dans une 
section ultérieure que l'activité de la protéase mutante peut être récupérée dans les extraits 
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Figure 5: Essais in vitro impliquant des extraits cytoplasmiques et nucléaires en présence du 
substrat ts1-[35S] (Trans). Le substrat tsl, marqué à la méthionine-[35S], a été utilisé pour 
cet essai dit en Trans. Il a été incubé à 40°C avec les traitements suivants: substrat 
original (piste b ), en présence des cytoplasmes (piste c) et des noyaux (piste d) des 
cellules infectées par ad2ts1• Le cofacteur pVI-C (20uM) a été ajouté aux extraits 
nucléaires de tsl de la piste e. Les extraits cytoplasmiques (cyt.) et nucléaires (noy.) des 
cellules infectées par le virus a~ de type sauvage sont représentés respectivement par les 
pistes f et g. Les protéines de ad2-[35S] ont été utilisées comme marqueur de poids 
moléculaire. 
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en présence des extraits nucléaires des cellules infectées par wt alors qu'au niveau des extraits 
cytoplasmiques aucune activité a été observée. Il peut arriver dans ce genre d'essai que l'on 
observe une très légère acitivité au niveau des extraits cytoplasmiques, nous avons toutefois 
attribué cette dernière à une contamination par des résidus d'origine nucléaires que nous ne 
pouvons éliminer entièrement avec la technique d'extraction utilisée. 
L'activité de la protéase de ts1 a pu être récupérée dans les noyaux des cellules infectées 
en présence du cofacteur pVI-C (Figure 5, piste e et Figure 6, piste d). Les résultats présentés 
à la Figure 6 ont été obtenus suite à un essai en Cis. L'essai en Cis signifie que des cellules ont 
été infectées avec des virus ts1 et wt, puis à la 22ième heure après l'infection, on a procédé à un 
marquage in vivo à l'aide de la méthionine-[35S] jusqu'à la 24ième heure. On a ensuite extrait les 
noyaux et on les a incubés à 4 et 40°C (température non-permissive du mutant ts1), environ 16 
heures. Les réactions ont été arrêtées avec la solution de lyse et soumises à une électrophorèse. 
L'évaluation de l'activité enzymatique a été effectuée selon le taux de protéines pVII réduit en 
VII de ces extraits nucléaires. La piste c démontre l'inactivité de la protéase de ts1 en absence 
du cofacteur, alors qu'à la piste d on peut voir la récupération de l'activité protéolytique grâce 
à l'ajout de pVI-C. Le taux de digestion récupéré n'est toutefois pas équivalent à celui de wt dans 
cet essai (piste f), nous avons alors vérifié si l'ajout de p VI-C à des concentrations croissantes 
pouvaient récupérer l'activité de la protéase mutante à des taux semblables à ceux de la protéase 
de type sauvage. 
Dans un système en Cis, des concentrations de pVI-C variant de 0 à 64uM ont été 
ajoutées aux extraits. Comme on peut l'observer dans la Figure 7, l'ajout du cofacteur même à 
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Figure 6: Extraits des noyaux de cellules infectées par ad2ts1 et ad2wt. Les précurseurs viraux ont 
été marqués à la méthionine-[35S] in vitro (Cis). La piste a, contient le virus de type 
sauvage comme marqueur de poids moléculaire. Les pistes b et c contiennent les noyaux 
des cellules infectées par le virus ~ts1 incubés à 4°C (piste b) et 40°C (pistes c et d). Le 
cofacteur p VI-C a été ajouté dans la piste d. Les noyaux infectés par le virus wt ont été 
incubés à 4°C (piste e) et 40°C (piste f). 
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Figure 7: Effet du cofacteur pVI-C sur les extraits des noyaux de cellules infectées par ad2ts1• Les 
précurseurs viraux ont été marqués à la méthionine-[35S] in vitro. les extraits nucléaires 
ont été incubés à 4°C (piste a) et 40°C (pistes b à k) durant 16 heures, en présence de 
différentes concentrations de pVI-C: OuM (piste b), 8uM (piste c), 12uM (piste d), 16uM 
(piste e), 20uM (piste f), 24uM (piste g), 28uM (piste h), 32uM (piste i), 40uM (piste j) 
et 64uM (piste k). L'extrait de noyaux de cellules infectées par ad2wt est présenté dans 
la piste 1. Les protéines d'ad2-[35S] ont été utilisées comme marqueur de poids 
moléculaire. 
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semblable à celui de wt. Une certaine variabilité a été observée dans ces essais dépendamment 
des réactions. Nous avons attribué ces différences à des facteurs présents dans les extraits que 
nous ne pouvons contrôler de façon stricte. 
Cette récupération de l'activité de ts1 par le cofacteur a été confirmé par des essais in vivo 
effectués par le Dr. Sircar et Lise Imbeault (Labrecque et al., en préparation). Toutefois, il n'est 
pas encore clair pourquoi les extraits bactériens exprimant la protéase de ts1 sont actifs sur le 
substrat ts1 sans pVI-C, alors que dans les extraits de noyaux des cellules infectées par ts1, il est 
absolument nécessaire. 
Puisque le groupe d' Anderson, suggère l' ADN comme second cofacteur de la protéase 
(Mangel et al., 1993), nous avons alors vérifié si l'ajout de DNase I dans les essais en Cis des 
noyaux des cellules infectées par ts1 et wt avait un influence sur l'activité protéolytique. 
Différentes quantités de Dnase I (Ong à 1 Oüng) ont été ajoutées aux extraits nucléaires et incubés 
à 37°C toute la nuit. Une électrophorèse sur gel SDS-PAGE et une autoradiographie ont suivit. 
On observe que la Dnase I à 100ng inhibe complètement le clivage de p VII en VII par les 
protéases mutantes (Figure 8, piste e) et sauvages (Figure 9, piste b). 
Afin de vérifier si ce n'était pas la Dnase I en elle-même qui inhibait le clivage, nous 
avons ajouté cette dernière dans des quantités variant de 0 à 1000ng en présence de l'enzyme 
purifiée de type sauvage et de la protéine p VII canin comme substrat (Figure 10). Dans ce 
système, la Dnase I n'a eu aucun effet sur l'activité de l'enzyme purifiée (pistes c à i). 
Le rôle de l' ADN reste encore obscur, sa présence semble nécessaire au niveau des 
extraits nucléaires mais est non-requise dans les systèmes simples où l'on a observé le clivage 
de l'ovalbumine (Figure 4) et pVII canin (Figure 10) sans l'ajout d' ADN. 
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Figure 8: Effet del' ADN sur l'activité protéolytique des extraits nucléaires des cellules infectées 
par ad2tsi- Les extraits de noyaux ont été marqués in vitro à la méthionine-[35S] et incubés 
à 4°C (piste b) et 40°C (piste c à h). Le cofacteur pVI-C a ajouté aux réactions des 
pistes c à h à raison de 20M. La DNase I a été ajouté à différentes concentrations: Ong 
(piste d), lOOng (piste e), 20ng (piste f), 4ng (piste g) et 0.8ng (piste h). Les protéines 
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Figure 9: Effet de l' ADN sur l'activité protéolytique des cellules infectées par ad2wt. Les extraits 
nucléaires ont été marqués in vitro à la méthionine-[35S] et incubés à 40°C en présence 
de différentes quantités de DNase I: Ong (piste a), lOOng (piste 20ng (piste c), 4ng 
(piste d), 0.8ng (piste e) et Oo2ng (piste f). Les protéines du d'ad2wt ont été utilisées 
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Figure 10: Effet de la DNase I sur l'activité de la protéase, La protéine précurseure pVIl canine 
marquée à l'iode125, a été utilisée comme substrat Les réactions ont eu lieu à 40 C (piste 
a) et 37°C (pistes b à k) selon les conditions suivantes: substrat sans enzyme (pistes a et 
b ), en présence de la protéase (EP) purifiée et de DNase I selon les quantités Ong (piste 
c), lOOOng (piste d), 200ng (piste 40ng (piste f), 20ng (piste g), 4ng (piste h) et 2ng 
(piste i). Les pistes j et k présentent le clivage de p VII par la protéase en présence et en 
absence de pVI~C respectivement. La piste 1, contient le virus type sauvage comme 
marqueur de poids moléculaire. 
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La récupération de l'activité de la protéase de ts1 au niveau des noyaux des cellules 
infectées par le peptide de pVI-C suggère que la mutation Pro--->Leu à l'aa 137 ne l'empêche 
pas d'interagir avec le cofacteur. 
Puisque la déficience entraînée par la mutation n'est pas au niveau de l'interaction entre 
le cofacteur et l'enzyme, on a donc posé comme hypothèse que la mutation pourrait avoir 
engendré une mauvaise localisation de l'enzyme d'où son incapacité de rencontrer la cofacteur 
nécessaire à son activité dans les noyaux. 
Dans cet optique, nous avons commencé par vérifier l'état de solubilité de la protéase de 
ts1, sachant que la protéase wt est dite insoluble. C'est-à-dire qu'elle ne reste pas en solution 
lorsque soumise à une centrifugation de 35 000 rpm pendant 1 heure (Bhatti et Weber, 1979). 
L'état de solubilité a été vérifié par une expérience qui consiste à incuber dans différentes 
conditions des noyaux de cellules infectées par ts1 et wt, durant environ 16 heures et ensuite les 
centrifuger à 10 000 rpm durant 5 minutes. Les culots et sumageants ont été séparés et soumis 
à une électrophorèse dans un gel SDS-P AGE. Un transfert sur membrane de nitrocellulose 
(section 10, matériel et méthodes) et une immunodétection (section 11, matériel et méthodes) ont 
suivit. Comme on peut l'observer à la Figure 11, deux bandes sont apparues, la protéase est 
représentée par la bande supérieure alors que la bande inférieure semble provenir d'une réaction 
non-spécifique de l'anticorps avec la protéine virale pVII. Les protéases de type sauvage et 
mutante semblent se solubiliser complètement lorsque la DNase I et pVI-C sont ajoutés 
conjointement aux extraits nucléaires des cellules infectées (pistes j et e respectivement). L'ajout 
de p VI-C ou de la DNase I séparément ont démontré qu'une très légère solubilisation, plus 
facilement perceptible dans les extraits nucléaires de wt (pistes c,d et h,i). Ces résultats 
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Figure 11: Etat de solubilité de la protéase. Les extraits nucléaires des cellules infectées par ad2wt 
et ad2ts1 ont été incubés à 4°C (pistes a et f) et 40°C (pistes b à e et g à j) puis soumis 
aux traitements suivants: extraits originaux (pistes b et g), en présence de DNase I (pistes 
cet h), de pVI-C (pistes d et i) et de DNase I + pVI-C (pistes e et j). Les échantillons 
ont ensuite été centrifugés (10 OOOrpm, 5 min.); les culots et les sumageants ont été 
soumis à une électrophorèse sur gel SDS-PAGE. L'autoradiogramme produit par 
l'immunodétection (section 11, matériel et méthodes) est présenté dans cette figure. Les 
protéines d'ad2[35S] ont utilisées comme marqueur de poids moléculaire (piste k). 
46 
préliminaires semblent indiquer une certaine interaction de la protéase avec l' ADN qui pourrait 
être stabilisée par des facteurs protéiques lesquels seraient influencés par la présence ou l'absence 
du cofacteur pVI-C. Ces expériences devront être répétées afin de vérifier si ces résultats sont 
reproductibles. 
En 1986, Khittoo et al. (Khittoo et al., 1986) ont publié que la protéase de type sauvage 
se retrouvait au niveau des matrices nucléaires. Nous avons donc vérifié si c'était le cas de la 
protéase de ts1• Les matrices des cellules infectées ont été extraites par une méthode d'extraction 
à haute concentration en sels décrite précédemment (Khittoo et al., 1986). Lorsque les matrices 
ont été isolées, elles ont été soumises à une électrophorèse sur un gel SDS-PAGE 12,5% (section 
4, matériel et méthodes). On a ensuite procédé à un transfert sur membrane de nitrocellulose et 
à une révélation à l'aide d'un anticorps polyclônal spécifique contre la protéase et couplé à la 
protéine-A 1125• A la Figure 12 on peut observer les résultats obtenus. La technique n'ayant pas 
une très bonne productivité, on a pu évaluer que qualitativement les résultats, c'est-à-dire que 
l'on peut seulement observer que l'enzyme est présente ou absente, mais on ne peut évaluer les 
proportions d'enzymes liées à la matrice par rapport à celles non-liées et la quantité d'enzymes 
mutantes par rapport à celles de type sauvage. 
La présence de la protéase wt au niveau des matrices est confirmée dans la Figure 12 au 
niveau des pistes d des essais 1,2 et 3. On peut aussi observer que la protéase de ts1 est 
également présente au niveau des matrices (pistes c des essais 1,2 et 3) par rapport aux matrices 
nucléaires isolées des cellules non-infectées (mock, piste b des essais 1,2 et 3). Toutefois nous 
n'avons pu évaluer à l'aide de la technique utilisée si la protéase de ts1 était présente au niveau 






























Figure 12: Extraits des matrices nucléaires des cellules infectées (ad2ts1 et ad2wt) et non-infectées 
(mock). Les matrices nucléaires ont été extraites tel que décrit précédemment (Khittoo et 
.&.., 1986) et soumise à une électrophorèse sur gel SDS pour ensuite être transférées sur 
une membrane de nitrocellulose. La protéase (EP) a été détectée par une immunodétection 
impliquant de la protéine A-[1251], au niveau des matrices nucléaires des cellules infectées 
par adits1 (pistes c) et par ad2wt (pistes d). Les matrices des cellules non-infectées ont été 
utilisées comme contrôle, aucun signal a été identifié dans des échantillons (piste b ). Le 
virus de type sauvage a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire (piste a). 
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C. ENCAPSIDATION DE LA PROTEASE DE L' ADENOVIRUS 
La protéase de !'adénovirus semble entrer dans les virions durant ou pendant 
l'encapsidation de 1' ADN et ensuite procéder à la maturation des protéines virales. Bien des 
questions ont été soulevées quant à savoir comment l'activité protéolytique est contrôlée avant 
son encapsidation. Le cofacteur pVI-C pourrait avoir un rôle dans le système de contrôle, mais 
il est encore mal compris. Récemment on a observé que la protéase de ts1 n'était pas encapsidée 
dans les virions. Nous avons alors posé comme hypothèse que la protéase pourrait être encapsidée 
en liant l' ADN. Cette hypothèse était d'autant plus plausible par le fait que la protéase de l'ad2 
est une protéine très basique (pl 10,56) donc susceptible de lier l' ADN. 
Il était toutefois difficile d'évaluer où sur le génome la protéase pourrait se lier. La région 
qui nous semblait la plus susceptible de lier la protéase se situe à l'extrémité de gauche du 
génome, des nucléotides 194 à 358. Cette région est nécessaire à l'encapsidation del' ADN dans 
les procapsides. Ce domaine a été décrit par Grable et Hearing (Grable et Hearing, 1992), il 
comporte des répétitions A-T riches qui suggèrent la participation de protéines qui lieraient 
1' ADN. Nous avons donc utilisé la technique de gel de retardation (section 14.5 matériel et 
méthodes) afin de vérifier cette hypothèse. 
L' ADN a été amplifié par la technique de PCR (polymerase chain reaction) et isolé à 
l'aide d'un kit d'extraction d' ADN à partir de gel d'agarose (section 14.2, matériel et méthodes). 
L' ADN amplifié à partir du génome adénoviral comporte les nucléotides 194 à 380 et a été 
désigné sous le nom de p194. Le fragment AP2 (Promega, 26 pb) et néo (région 966 à 1223 nts 
du gène Néo) ont été utilisé comme ADN contrôle. On a vérifié les produits de PCR de p194 et 
néo par des digestions à l'aide d'enzymes de restrictions spécifiques pour s'assurer que nous 
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avions amplifié les régions désirées (résultats non-montrés). 
L'enzyme sous forme purifiée a été utilisée pour les essais de gel de retardation à raison 
de 600 ng en présence de 1 ng d'ADN par réaction. L'incubation des réactifs a duré 20 min. à 
température de la pièce dans le tampon Tris-HCl lOmM pH 7.5, NaCl 50mM, DTT 0,5mM, 
EDTA 0,5mM, MgC12 lmM Glycérol 4% (section 14.5, matériel et méthodes). Les réactions ont 
été arrêtées par le tampon de chargement (section 14.5, matériel et méthodes). Ces échantillons 
ont ensuite été soumis à une électrophorèse dans un gel non-dénaturant (section 14.5, matériel 
et méthodes). La migration terminée, le gel a été séché et autoradiographié. 
Dans la Figure 13 on peut observer que le fragment p194 a été retardé (pistes b et c) 
lorsqu'on a ajouté les protéases obtenues de 2 purifications différentes par rapport au fragment 
p194 contrôle (piste a). Les pistes f,g,h correspondent aux réactions dans lesquelles le fragment 
p194 a été substitué par le fragment AP2. On observe dans ces dernières réactions un retardement 
au niveau de la migration des fragments d 'AP2 donc, la protéase de l' ad2 lie l 'ADN de façon 
non-spécifique car les fragments non-reliés p194 et AP2 ont tous 2 été retardés. La dilution de 
l'enzyme par un facteur de 5X démontre un patron de retardation différent de celui où l'enzyme 
était concentrée (pistes d et e ). Chaque fragment observé correspond a un nombre différent 
d'interactions ADN-protéines, les plus retardés comportant un plus grand nombres de molécules 
protéiques liées. 
Nous avons étudié les particularités de la liaison protéase-ADN grâce à des essais de 
compétion à l'aide d'ADN non-marqué soient le polymère poly(dI-dC)·poly(dI-dC) et les 
fragments néo et p194. A la Figure 14 nous pouvons observer la liaison de la protéase à l' ADN 
p194 (pistes b à h) en présence de différentes quantités de poly(dI-dC)·poly(dI-dC) (pistes b à 
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Figure 13: Essai de liaison de la protéase à l' ADN par la technique de gel de retardation. Les 
protéases de deux purifications différentes (EP 1 et EP ont été mises en présence du 
domaine d'encapsidation (p194) de l'ad2 (pistes a à e) et de l'ADN non-relié AP2 (pistes 
f à h). Le fragment p194 libre (piste a) peut être comparé aux échantillons où EPl (piste 
b) et EP2 (piste c) ont été ajoutés. On remarque dans les pistes d et e plusieurs bandes 
retardées lorsque les enzymes EPl (piste d) et EP2 (piste e) ont été ajoutées à des 
concentrations 5 fois inférieures. Le fragment non-relié AP2 (piste h) a aussi été retardé 
en présence des enzymes EPl (piste f) et EP2 (piste g). L' ADN de ces réactions a été 
marqué à ses extrémités 5' au 32P et le temps d'incubation a de 20 minutes à 
température de pièce. 
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Figure 14: Etude de l'interaction de la protéase à l' ADN p194. Le fragment p194 marqué au 32P 
a été soumis aux conditions suivantes: p194 libre (piste a), en présence de la protéase 
(pistes b à h) et de poly(dl-dC)·poly(dI-dC) comme ADN compétiteur à des 
concentrations de lug (piste c), 2ug (piste d), Sug (piste e) et lOug (piste f). Le fragment 
p194 non-marqué a été ajouté pour compétionner avec les fragments marqués (piste h) 
ainsi qu'un ADN non-relié (néo) (piste tous à une concentration 100 fois plus 
grande que celle de l' ADN cible. 
52 
f). Cette même expérience a été réalisée en parallèle avec le fragment néo, les résultats sont 
présentés à la Figure 15 (piste b à f). Comme on peut le constater le polymère poly( dI-
dC) ·poly( dI-dC) a peu d'effet sur la liaison de la protéase aux fragments p194 et néo, sauf 
lorsqu'ajouté en grande quantité (lOug, pistes f des Figures 14 et 15). On a de plus procédé à une 
compétition à l'aide des ADN p194 et néo de façon spécifique et non-spécifique. C'est-à-dire que 
dans les essais où l' ADN p194 a été utilisée comme sonde, le fragment p194 non-marqué 
radioactivement a été introduit comme ADN compétiteur spécifique à une concentration 100 fois 
plus grande que sa contrepartie radioactive (piste h). L' ADN compétiteur non-spécifique néo a 
été utilisé de la même façon (piste g). Pour les réactions où le fragment néo a été utilisé comme 
ADN cible (Figure 15), les ADN non-marqués, néo et p194 ont été utilisés comme agent de 
compétition de façon spécifique (piste g) et non-spécifique (piste h) respectivement. Ces résultats 
semblent indiquer que la protéase préfère des régions AT riches, puisque sa liaison est peu 
influencée par le polymère (poly (dI-dC)·poly (dI-dC)) riche en GC. Toutefois la compétion avec 
les ADN tels néo et p194 ont très bien réussie, ce qui pourrait indiquer faible liaison. Les études 
sur ce sujet se poursuivent afin de mieux caractériser cette propriété. 
Ces résultats ont été confirmé par la méthode de filtres de rétention (filter binding). Cette 
technique consiste à filtrer sur filtre de nitrocellulose les complexes ADN-protéines. Seuls les 
complexes sont retenus sur les filtres, l' ADN libre pouvant passer à travers les pores du 
nitrocellulose. L' ADN marqué au 32P permet de visualiser, à l'aide d'un autoradiographie, la 
présence de complexes sur les filtres. L'expérience a été réalisé à l'aide du contrôle négatif BSA 
et du contrôle positif histone et de la protéase purifiée en présence du génome fragmenté d'ad2 
(section 14.2 iv, matériel et méthodes) et de l' ADN contrôle néo. Comme on peut le voir à la 
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Figure 15: Etude de l'interaction de la protéase à l' ADN néo. Le fragment néo marqué au 32P a 
été soumis aux conditions suivantes: néo libre (piste a), en présence de la protéase (piste 
b à h) et de poly(dI-dC)"poly(dI-dC) comme ADN compétiteur selon des quantités de lug 
(piste c), 2ug (piste d), 5ug (piste e) et lOug (piste f). Le fragment néo non-marqué a été 
ajouté pour compétionner avec les fragments marqués (piste ainsi qu'un ADN non-relié 
(p194) (piste tous deux à une concentration 100 fois plus grande que celle del' ADN 
cible. 
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Figure 16, aucun complexe ne s'est formé avec le BSA en présence de l' ADN génomique 
fragmenté d'ad2 et del' ADN contrôle (pistes b à g). Une formation de complexes a été réalisée 
suite à l'ajout d'histone à des concentrations de 1 x 10-s Met 1 x 10-7 Men présence des ADN 
d'ad2 génomique et néo (pistes f et g). La protéase s'est comporté comme l'histone c'est-à-dire 
qu'elle a permis la formation de complexes à une concentration de 1 x 10-1, que nous pouvons 
observer dans les pistes g des essais impliquant l' ADN génomique d'ad2 et de néo. Ces résultats 
démontrent une interaction qui semble non-spécifique ce qui confirme les résultats obtenus par 
gel retardation. 
Puisqu'à ce jour nous n'avons pu obtenir sous forme purifiée la protéase de tsl, nous 
n'avons pas vérifié si cette dernière ce comporte de la même façon que sa contrepartie de type 
sauvage. Ces informations pourront peut-être nous permettre de mieux comprendre pourquoi la 
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Figure 16: Essai de liaison de la protéase à l' ADN par la technique de filtre de rétention. Les 
réactions ont eu lieu dans un tampon DBB (section 14.4, matériel et méthodes) à 
température de la pièce durant 20 minutes. L'ADN fragmenté du génome d'ad2 a été 
utilisé comme ADN cible spécifique (partie inférieure de la figure) et le fragment néo 
comme ADN non-relié (partie supérieure de la figure). Le BSA a été utilisé comme 
contrôle négatif et l'histone comme contrôle positif. Seul l' ADN a été filtré à la piste a, 
les pistes b à g représentent les réactions impliquant des concentrations croissantes de 
protéines 1X10-12M (piste b), 1 X 10-11M (piste c), 1 Xl0-1°M (piste d), 1 X 10-9M (piste 
e ), 1 X 10-SM (piste f) et 1 X 10-7M (piste g). Les rangées indiquées par BSA représentent 
les réactions où le BSA a été ajouté, aux différentes concentrations mentionnées ci-haut, 
avec l' ADN. Les rangées indiquées HIS et protéase représentent les réactions réalisées 
avec l'histone et la protéase respectivement. 
DISCUSSION 
L'adénovirus encode une protéase dont l'action est essentielle pour la maturation et le 
développement de virus infectieux. Des études à l'aide du mutant thermosensible d'ad2 (ad2ts1) 
ont démontré que la protéase clive 6 protéines précurseures qui engendrent les protéines IIIa, VI, 
VII, VIII, X et la protéine terminale (Anderson et al., 1973; Boudin et al., 1980; Tremblay et al., 
1983; Weber et al., 1988). Chez le virus adits1 qui n'a pas d'activité protéolytique détectable à 
température non-permissive, ces protéines s'accumulent dans leur forme précurseure et les virus 
produits ne sont pas infectieux (Hannan et al., 1983; Mirza et Weber, 1980). Pour cette raison 
la protéase adénovirale semble être une cible potentielle pour le développement d'agents 
antiviraux. Le design d'inhibiteurs rationnels nécessite une compréhension des propriétés de 
l'enzyme et éventuellement la structure en trois dimensions de la protéine. Ce geme de 
caractérisation nécessite l'enzyme sous forme active et purifiée dans des quantités de l'ordre des 
milligrammes. Les études jusqu'à récemment étaient réalisées à partir d'extraits bruts ou 
partiellement purifiés de la protéase. Toutefois plusieurs rapports contradictoires ont été publiés 
concernant sa classification et le contrôle de son activité protéolytique. La purification de la 
protéase adénovirale a permis de la classifier de façon sûre, parmis les cystéines protéases 
(Tihanyi et al., 1993). 
A. ACTIVITE PROTEOLYTIQUE 
L'étude de l'activité protéolytique est d'autant plus facilitée si les essais sont réalisés en 
présence d'un substrat simple dépourvu de facteurs pouvant conduire à une mauvaise 
interprétation des propriétés de l'enzyme. Il y a deux ans, le seul substrat disponible était le virus 
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ad2ts1 purifié, ce dernier est un substrat complexe, en raison des nombreux facteurs qu'il 
comporte, et est très limitant puisqu'il demande une longue préparation et beaucoup de matériel 
(infection de culture de tissu et marquage au 35S). Nous avons alors cherché un substrat simple, 
facile à préparer et peu coûteux. La banque de données Swissprot nous a permis d'établir une 
liste des protéines susceptibles d'être clivées par la protéase d'ad2 (elles comportent au moins un 
site de clivage (M,L,I)XGG-X ou (M,L,I)XGX-G). L'ovalbumine, le :fibrinogène, l'actine et le 
cytochrome c :figuraient sur cette liste. Toutes ces protéines ont pu être clivées par l'enzyme 
purifiée (fihanyi et al., 1993). En raison de sa stabilité et de son coût, l'ovalbumine a été choisie 
comme substrat potentiel pour le développement d'un système d'essai enzymatique simple. 
L'ovalbumine est une protéine globulaire majeure du blanc d'oeuf qui possède un poids 
moléculaire de 42 350d. Elle est un membre de la superfamille des Serpins ( a.-antitrypsine, 
antithrombine fil, etc ... ) mais qui a perdu ses fonctions d'inhibiteurs de protéases comme 
l'angiotensinogène et la "thyroxin binding protein" (fakahashi, et al., 1991). La structure en trois 
dimensions de la molécule d'ovalbumine native a été récemment déterminée par Stein et al. 
(Huber et Carrell, 1989). En solution aqueuse, l'ovalbumine demeure dans une forme très 
compacte et stable à pH neutre. Elle possède un pont disulphure dont le rôle n'a pas encore été 
relié à sa stabilité et à sa conformation (fakahashi, et al., 1991). Elle devient susceptible à la 
dénaturation à très bas pH (inférieur à pH 2.0), à des pH élevés (supérieur à pH 10.0) ou lorsque 
soumise à de hautes températures. D'ailleurs lorsque l'ovalbumine est placée à des températures 
supérieures à 65°C, des changements de conformation irréversibles ont lieu. La conformation de 
l'ovalbumine dénaturée est très semblable à l'ovalbumine native, toutefois certaines régions 
hydrophobiques qui étaient disposées vers l'intérieur dans la forme native sont alors exposées 
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dans les formes dénaturées, ce qui entraînent la formation d' aggrégats de type linéaire. 
On retrouve dans la séquence de l'ovalbumine qu'un seul site de clivage spécifique à la 
protéase connu, qui devrait engendrer deux produits d'environ 7150 et 35 200d (Figure 17). On 
peut observer la position du site de clivage dans la Figure 17, où la structure en trois dimensions 
de l'ovalbumine a été reproduite (Stein et al., 1991). Le site de clivage a été marqué par un trait 
que l'on peut identifier juste après l'hélice a notée hB. 
Lors de la première partie de ce travail nous vérifierons si l'ovalbumine possède les 
qualités d'un bon substrat, s'il s'avère le cas nous étudierons en sa présence, l'activité de la 
protéase. 
Un bon substrat se doit d'être stable. Lors des nombreux essais en présence de 
l'ovalbumine nous avons observer dans la majorité de ceux-ci, une constance au niveaux des 
produits radioactifs obtenus. Toutefois, au lieu des deux seuls produits que nous devions observer 
(35200d et 7150d) en raison de la présence d'un seul site de clivage connu spécifique à la 
protéase dans la séquence de l'ovalbumine, nous avons obtenu d'autres produits radioactifs de 
35Kd, 24.5Kd, 18.5Kd, 16Kd, 15Kd et 7.5Kd (Figure 4). Devant ces faits nous supposons 
l'existance dans la séquence de l'ovalbumine de sites de clivage spécifiques à la protéase qui 
nous sont encore inconnus. Afin de vérifier cette hypothèse nous allons éventuellement séquencer 
la partie N-terminale de ces produits afin d'identifier possiblement de nouveaux sites de clivage. 
Ces derniers pourraient s'avérer très intéressants quant à la découverte de nouvelles fonctions de 
la protéase dans le cycle adénoviral. 
Puisque les produits avec l'ovalbumine sont obtenus de façon constante, nous avons tout 
de même utilisé l'ovalbumine comme substrat simple pour l'étude de l'activité de la protéase. 
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Figure 17: Séquence et structure de l'ovalbumine. La représentation shématique de la structure 
de l'ovalbumine a été produite par le programme RIBBON (Priestle, 1988). Les feuillets 
B, sont représentés par les flèches et notées "s" et les hélices a sont représentées par les 
rubans en hélice notées "h". La chaîne de carbonhydrate (C), les phosphoserines (P) et les 
ponts disulphures (S-S) sont représentés. Le site de clivage spécifiques à la protéase est 
marqué d'un trait et est situé juste après l'hélice a notée hB. Le site dans la séquence est 
représenté par la flèche, juste après l'aa 65 (Stein et al., 1991). 
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La protéolyse limitée a lieu dans tous les compartiments cellulaires où le contrôle de 
divers événements comme la maturation d'antigène, la fertilisation et la maturation hormonale 
ont lieu (Bond et Butler, 1987; Wolf 1992). Les protéases responsables de ces processus doivent 
être très bien régulées, non-seulement pour prévenir une protéolyse inappropriée, mais aussi pour 
permettre aux mécanismes qu'elles contrôlent d'avoir lieu de manière coordonnée. Les modes 
de contrôle les plus connus sont la compartimentation, la présence d'inhibiteurs spécifiques et 
l'activation protéolytique. 
Chez !'adénovirus, on a observé que la maturation des protéines virales a lieu 
principalement, sinon exclusivement, dans les jeunes virions complètement assemblés (Ishibashi 
et Maizel, 1974; Lewis et Anderson, 1974). Cette observation suggère que l'activité protéolytique 
doit être contrôlée de manière à éviter la maturation précoce des protéines virales avant 
l'assemblage. 
Récemment Kemp (Webster et al., 1993) et Anderson (Mangel et al., 1993) ont démontré 
que la protéase purifiée était inactive en présence de peptides synthétiques contenant le site de 
clivage. Toutefois ils ont pu reconstituer l'activité enzymatique en ajoutant un peptide de 11 aa 
(GVQSLKRRRCF) qui a été identifié à la partie C-terminale de la protéine précurseur pVI. 
Nous avons d'abord tenté de reproduire ces résultats avec les extraits bactériens pLPV 
(extraits bactériens exprimant la protéase) et pLAM (extraits bactériens contrôle) en présence de 
l'ovalbumine. Toutefois nous avons obtenus des résultats très différents. L'enzyme de l'extrait 
brut pouvait cliver l'ovalbumine sans l'ajout de pVI-C (Figure 3). Cependant ces résultats 
peuvent suggérer qu'un facteur d'origine bactérienne pourrait remplacer la fonction du cofacteur 
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pVl-C. Ce genre de résultat témoigne de la faiblesse des systèmes complexes, qui en raison des 
facteurs multiples présents, entraînent des ambiguïtés au niveau de l'interprétation des résultats. 
Nous avons ensuite procédé à des essais impliquant l'enzyme purifiée et l'ovalbumine 
(système simple) en présence et en absence de pVl-C (Figure 4). Les résultats obtenus avec 
pLPV ont été répétés, c'est-à-dire que nous avons pu cliver l'ovalbumine avec l'enzyme purifiée 
en absence de pVI-C (Figure 4, piste b). L'ajout du peptide ne semble apporter aucune 
contribution à l'activité de l'enzyme (Figure 4, piste c), ce qui indique que pLPV ne semble pas 
avoir été activé par un facteur d'origine bactérienne comme nous le supposions suite aux résultats 
de la Figure 3. 
Il faut toutefois prendre en considération que notre méthode de purification de la protéase 
est différente de celles utilisées par Anderson (Mangel et al., 1993) et Kemp (Webster et al., 
1993). Il est possible que par hasard nous ayons obtenu, selon les conditions que nous utilisons, 
la forme active de l'enzyme d'où l'ajout de pVl-C n'a aucun effet Il est aussi possible que 
certains groupements de l'ovalbumine puissent amener un changement de conformation de 
l'enzyme favorable à l'activité de la protéase. 
Nous avons aussi considéré la possibilité que l'enzyme puisse agir différemment selon que 
des peptides synthétiques (Webster et al., 1993; Mangel et al., 1993) ou des protéines entières 
(ovalbumine) soient utilisés comme substrat dans les essais. Nous avons alors fait des essais 
impliquant notre protéase purifiée en présence d'octapeptides synthétiques contenant le site de 
clivage de la protéase. Les résultats ont été plutôt variables, mais dans la majorité des essais 
l'enzyme avait, dans ces conditions, besoin du cofacteur pour digérer ces peptides (Weber, 
résultats non-publiés). Donc le statut du cofacteur pVI-C est encore très peu compris. Nos 
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résultats avec l'ovalbumine, qui semblent contradictoire à première vue, peuvent être appuyés par 
les faits suivant: 
L Le groupe de Kemp (Webster et al., 1993) ont fait des coinfections de recombinants de 
Baculovirus exprimant d'une part la protéase et de l'autre le précurseur de la protéine terminale 
(pTP). Ce système, qui est dépourvu de pVI-C, a permis de démontrer que la protéase pouvait 
cliver la pTP en son intermédiaire iTP, mais ne pouvait procéder à la maturation jusqu'au produit 
final TP. Ils en ont conclu qu'un facteur provenant des cellules infectées par Baculovirus aurait 
pu se substituer au rôle de pVI-C pour la maturation de pTP en iTP mais incapable d'amener le 
clivage de iTP en TP. A notre avis, il est tout aussi probable que l'enzyme puisse, dans certaines 
circonstances procéder à la maturation de certaines protéines par elle-même alors que dans 
d'autres cas elle doit être activée par le cofacteur pVI-C. 
II. Le groupe de Shenk: (Chenet al., 1993) ont confirmé que la protéase de !'adénovirus était 
active dans les noyaux des cellules infectées par la démonstration que les cytokératines 18 étaient 
clivées aux sites spécifiques de la protéase lorsque les cellules étaient infectées par le virus wt 
et intactes lorsqu'il s'agissait de ts1• A ce stade, la protéine pVI est présente mais le peptide pVI-
C est encore absent. Ce qui suggère que la protéase pourrait procéder à la maturation de certaines 
protéines tout en étant contrôlées de manière à ne pas procéder aux clivages de d'autres protéines 
à ce stade de l'infection. 
Donc le rôle de pVI-C est loin d'être complètement élucidé. Il semble toutefois que le 
cofacteur soit facultatif selon les circonstances. 
Le peptide pVI-C ne serait pas, selon Anderson (Mangel et al., 1993) le seul cofacteur 
nécessaire à l'activité de la protéase de !'adénovirus. Selon eux, l' ADN servirait de 2ième 
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cofacteur. Toutefois l'ADN semble, contrairement à pVI-C, être nécessaire de façon non-
spécifique, c'est-à-dire que plusieurs polymères à caractère négatif ont pu substituer l' ADN et 
augmenter l'activité protéolytique. 
Nous avons vérifié l'influence del' ADN dans notre système ovalbumine-enzyme purifiée, 
mais aucun apport a été noté lorsqu'on a ajouté l' ADN en présence ou en absence du peptide 
pVI-C (Figure 4 pistes d et e). 
Seul Anderson (Mangel et al., 1993) a fait mention du rôle de l' ADN dans l'activité 
protéolytique jusqu'à maintenant. Ces résultats sont toutefois très intéressants car jusqu'à 
maintenant jamais l' ADN a été impliqué comme cofacteur d'une activité protéolytique 
quelconque. 
B. PHENOTYPE DE TSl 
La protéase de ts1, comme nous l'avons mentionné précédemment, est déficiente au niveau 
de la maturation de 6 protéines virales (pilla, pTP, llk, pVI, pVII et pVIII) menant à la 
formation d'un virus non-infectieux. La déficience de ts1 a été attribuée à un changement d'une 
Pro en Leu de l'aa 137 à l'intérieur du cadre de lecture de l'unitée de transcription tardive L3, 
qui code pour une protéine de 23kDa identifiée à la protéase adénovirale. L'étude du phénotype 
de ts1 nous permet de mieux comprendre le rôle de la protéase wt dans l'infectivité du virus. 
La protéase de ts1 a récemment été clonée et exprimée (Labrecque et al., en préparation) 
dans un système prokaryote. Lorsque ces extraits ont été placés en présence du substrat ts1 (ne 
contient pas de p VI-C), on a observé une activité protéolytique traduite par la transformation de 
pVII en VII. Donc contrairement à ce que l'on croyait, l'enzyme de ts1 semble être active, ce qui 
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laisse supposer qu'elle devrait l'être dans les noyaux des cellules infectées où elle a été localisée 
en concentration équivalente à sa contrepartie de type sauvage (Labrecque et al., en préparation). 
Nous avons confirmé par des essais enzymatiques impliquant des extraits nucléaires et 
cytoplasmiques dans des réactions en Cis (résultats non-montrés) et en Trans (en présence du 
substrat ts1) (Figure 5), la présence d'activité protéolytique seulement au niveau des noyaux des 
cellules infectées par ts1 et wt. 
Toutefois ces résultats ont démontré que l'enzyme de ts1 est active au niveau des noyaux 
si et seulement si le cofacteur pVI-C est ajouté aux réactions (Figure 5 pistes d et e et Figure 6 
pistes cet d). Le peptide pVI-C a été ajouté aux réactions à différentes concentrations afin de 
vérifier si l'activité de la protéase de ts1 pouvait être récupérée jusqu'à un taux équivalent à celui 
de la protéase wt (Figure 7). Même à une très faible concentration de pVI-C (Figure 7, piste c), 
l'activité de la protéase de ts1 a pu être récupérée à un taux très près de celui observé chez wt 
(Figure 7, piste 1). On doit tenir compte, qu'à la 24ième heure après l'infection, une certaine 
population de virions ts1 sont déjà assemblés, donc inaccessibles lorsque pVI-C est ajouté aux 
réactions. Cette proportion de virions est représentée sur les autoradiogrammes par des 
précurseurs non-digérés d'où il est impossible d'atteindre un clivage complet de pVII en VII, que 
l'on observe en général avec les noyaux des cellules infectées par wt. Ces résultats sont 
intéressants par le fait que l'enzyme wt purifiée et les extraits bactériens exprimant la protéase 
de ts1 sont actifs sur le substrat ts1 sans le cofacteur p VI-C, alors que dans les extraits nucléaires 
des cellules infectées par ts1 il est absolument nécessaire. Ces observations suggèrent que la 
protéase adénovirale pourrait être séquestrée par des facteurs d'origine virale ou cellulaire. Dans 
les extraits bactériens la protéase serait libre donc active, alors que dans les extraits cellulaires 
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infectés, pVI-C serait nécessaire à sa libération la rendant par le fait même active. Cette 
hypothèse sera vérifiée éventuellement par des essais enzymatiques impliquant l'enzyme purifiée 
de ts1 et de wt en présence d'un substrat simple tel l'ovalbumine ou pVII, auxquels nous 
ajouterons des extraits cellulaires infectées par ts1 de manière à essayer d'inhiber l'activité des 
protéases ajoutées. 
Nous avons vérifié le statut de l' ADN dans un essai en Cis, afin de vérifier s'il pouvait 
avoir un effet sur l'activité de la protéase dans ce type de système. Nous avons ajouté de la 
DNase I au niveau des extraits nucléaires des cellules infectées par ts1 et wt (Figures 8 et 9 
respectivement). Comme on peut le voir à la Figure 8, l'activité de la protéase de ts1 en présence 
de pVI-C a été inhibée complètement par l'ajout de lOOng de DNase I (piste e). De même on 
observe une inhibition de l'activité de la protéase wt dans la Figure 9 au niveau de la réaction 
de la piste b où lOOng de DNase I ont été ajouté. Nous avons vérifié l'effet de l'enzyme DNase 
I sur l'activité de la protéase dans un système simple où la protéine pVII canine représente le 
substrat (Figure 10). Différentes concentrations de DNase I ont été ajoutées aux réactions. 
Aucune inhibition de l'activité protéolytique a été observée même à des concentrations très 
élevées de DNase I, donc l'inhibition observée dans les essais impliquant les extraits nucléaires 
est nécessairement dûes à la disparition del' ADN. On suppose quel' ADN pourrait avoir un rôle 
comme molécule d'échaffaudage qui disposerait la protéase à proximité de ses substrats. Les 
données restent à ce jour insuffisantes pour affirmer cette hypothèse. 
La possibilité de récupérer l'activité de la protéase de ts1 à l'aide du cofacteur pVI-C 
démontre que la mutation à l'intérieur de l'enzyme ne l'empêche pas d'interagir avec son 
cofacteur. Donc l'inactivité de la protéase de ts1 pourrait être expliquée par son incapacité de 
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rencontrer le peptide pVI-C. Nous avons alors émis comme hypothèse que la mutation pourrait 
entraîner une mauvaise localisation de la protéase par rapport à sa contre-partie de type sauvage, 
de manière à ce qu'elle ne puisse rencontrer pVI-C. 
Nous savons que la protéase wt est insoluble dans les noyaux des cellules infectées, nous 
avons alors vérifié si c'était le cas de tsl' A 10 000 rpm durant 5 minutes, les protéase de ts1 et 
de wt sont demeurées dans les culots c'est-à-dire sous forme insolubles et ce, malgré l'ajout du 
cofacteur pVI-C (Figure 11 pistes d et i) ou de DNase I (Figure 11 pistes c et h) dans des 
réactions séparées. Toutefois lorsqu'ils ont été ajoutés conjointement, une solubilisation complète 
a suivit (Figure 11 pistes e et j). Cette observation est encore mal comprise à ce jour, cette 
expérience n'est que préliminaire, donc nous devrons répéter afin de s'assurer que ces résultats 
sont reproductibles, toutefois à ce niveau la protéase mutante semble se comporter de la même 
façon que celle de type sauvage donc ne fournit pas de données pouvant expliquer la différence 
d'activité de ces 2 enzymes. 
En 1986, la protéase de type sauvage a été localisée à la matrice nucléaire par Khittoo et 
al. (Khittoo et al., 1986). L'existence de la matrice nucléaire a longtemps été controversée. Les 
premières évidences remontent aux années 1970 où Berezney et Coffey (Berezney et Coffey, 
1974; Berezney et Coffey, 1977) ont démontré que lorsqu'on enlevait la chromatine, l' ARN et 
les phospholipides, une structure insoluble majoritairement composée de protéines pouvait être 
isolée du noyau de cellules de mammifères. Toutefois le public scientifique en général demeurait 
sceptique, pointant le fait que la matrice ne pouvait être visualisée dans des "electron 
micrographs" de la cellule entière. Dans les années 1980, Penman a développé de nouvelles 
techniques qui permettent une meilleure résolution des structures nucléaires, la matrice inclue 
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(Hoffman, 1993). Depuis ce temps plusieurs micrographes de la matrice nucléaire ont été obtenus. 
Plusieurs observations ont démontré que la matrice nucléaire était impliquée dans la 
réplication de l' ADN (Vogelstein et al., 1980) dans la transcription (Jackson et Patel, 1982), la 
liaison de récepteurs hormonaux (Barrack et Coffey, 1980) et dans plusieurs activités 
enzymatiques (Smith et Berezney, 1980; Herzberg et al., 1983; Weber et Phillipson, 1984). 
Durant l'infection par des virus à ADN, plusieurs protéines virales et des acides 
nucléiques ont été associés avec la matrice nucléaire. Chez l' adénovirus, les virions sont 
transportés dans le noyau de la cellule après l'infection, où la transcription virale, la réplication 
d' ADN et l'assemblage des virus ont lieu (Phillips et Raskas, 1972). L'assemblage des virions 
dans le noyau n'est pas complètement compris, mais un consensus concernant les événements 
majeurs a été établi (Horwitz, 1985). La synthèse des protéines virales est détectée après 7 heures 
d'infection (Wold et al., 1978). Les capsomères sont assemblés dans le cytoplasme dans les 
quelques minutes suivant la synthèse des protéines constituantes et sont rapidement transportés 
au noyau (Horwitz et al., 1969). Une fois dans le noyau, les capsomères s'assemblent en capsides 
vides, sans l'ADN et les protéines du core. Seulement par la suite l'ADN et les protéines du core 
font leur entrée dans les capsides (D'Halluin et al., 1978; D'Halluin et al., 1978; Prage et al., 
1972). Il a été observé qu'une fois la maturation accomplie les virus sont libérés de la matrice. 
Les méthodes d'extraction de matrice nucléaire sont très hasardeuses, c'est-à-dire que 
dépendamment de la technique utilisée, différentes composantes sont isolées de la matrice. 
Les protéases adénovirales mutantes et de type sauvage ont été isolées avec les matrices 
nucléaires grâce à une méthode d'extraction à forte concentration en sels (Khittoo et al., 1986). 
Toutefois, nous avons eu beaucoup de difficulté avec la productivité, ce qui nous a limité à faire 
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une étude de type qualitative. De cette manière on a démontré à l'aide de trois essais que les 
enzymes mutantes et sauvages étaient localisées aux matrices nucléaires à la 24ième heure après 
l'infection (Figure 12 pistes c et d), mais on ne peut évaluer dans quelles proportions. 
Eventuellement d'autres méthodes d'extraction pourraient être essayées et ajustées afin de faire 
une étude plus approfondie du sujet. Il serait très intéressant de savoir par exemple, si l'enzyme 
de ts1 demeurent fixées aux matrices dans des proportions plus élevées que celle de type sauvage 
ce qui pourrait expliquer son incapacité à être encapsidée. 
Ces résultats préliminaires concernant la localisation semble indiquer que la protéase 
mutante ts1 se comporte de la même façon que celle de type sauvage. 
C. ENCAPSIDATION DE LA PROTEASE 
Le mode de contrôle de la protéase reste encore mal compris. Nous n'avons pour l'instant 
aucune évidence d'une mauvaise compartimentation avec les résultats présents, l'activation par 
un cofacteur semble plus probable suite à la mise en évidence de l'action du peptide pVI-C mais 
demeure toutefois pour le moment ambigüe, il a aussi été suggéré que l'enzyme pourrait être 
encapsidée via l' ADN et une fois à l'intérieur du virion la proximité de ses substrats favoriserait 
son action. La troisième partie de ce travail porte sur cette dernière alternative. 
La protéase, tout comme l'histone, est riche en arginines ce qui lui donne un caractère très 
basique (pl 10,56), caractéristique des protéines qui lient l' ADN. D'autre part plusieurs analyses 
ont démontré que l'ADN de !'adénovirus est encapsidé d'une façon polaire (de la gauche vers 
la droite) dans les virions. L'encapsidation del' ADN viral est dépendant d'éléments redondants 
AT riches agissant en cis, présents dans l'extrémité de gauche du génome (194-358 nts). Des 
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analyses à l'aide de mutants de ce domaine suggèrent que ces éléments représentent les sites de 
liaison de protéines qui seraient impliquées dans le processus d'encapsidation. Cette interaction 
ADN-protéines pourrait fournir la base moléculaire pour l'encapsidation spécifique observée. 
Ces faits mis ensemble, laisse supposer que la protéase adénovirale pourrait lier le 
domaine d'encapsidation et permettre l'entrée du génome dans les virions. 
Nous avons utilisé les méthodes de gel de retardation et de filtre de rétention (filter 
binding) pour vérifier cette hypothèse. La technique de gel de retardation permet de vérifier si 
la protéine à l'étude lie de façon spécifique ou non-spécifique l'ADN cible donné. Toutefois la 
grosseur des fragments d' ADN est limitée à un maximum de 500 ph dans cette technique, donc 
il est essentiel de savoir quelle région dans le génome nous voulons étudier. Le gel de retardation 
est une technique très simple et rapide qui nous permet d'ajuster rapidement les conditions 
d'interactions entre l' ADN et les protéines. 
Nous avons démontré par cette méthode que la protéase de l'adi lie l' ADN de façon non-
spécifique. La non-spécificité a été attribuée suite à l'observation que la protéase adénovirale 
pouvait lier aussi bien des fragments d' ADN du domaine d'encapsidation p194 (Figure 13 pistes 
a à e) que des fragments non-reliés dont AP2 (Figure 13 pistes f à h) et néo (Figure 15 pistes a 
et b). Nous avons légèrement approfondie l'étude du type d'interaction impliquée en faisant des 
essais de compétitions à l'aide d' ADN non-radioactif ajouté aux réactions (p194, néo et poly(dl-
dC)-poly(dl-dC)). La Figure 14 démontre l'interaction de la protéase sous forme purifiée avec 
le domaine d'encapsidation (piste b). l.orsque différentes concentrations du polymère poly(dl-
dC)-poly(dl-dC) ont été ajoutées aux réactions, les interaction ADN-protéines ont diminuées 
progressivement (pistes b à f). Une concentration de 1 Og a été nécessaire pour complètement 
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éliminer le retardement de fragments. Cette concentration assez considérable, semble indiquer une 
forte liaison ADN-protéase ou une faible affinité de la protéase pour les fragments GC riches. 
La même expérience a été réalisée avec le fragment néo comme ADN cible (Figure 15) et les 
mêmes résultats ont été obtenus, c'est-à-dire que la protéase lie aussi bien le domaine 
d'encapsidation que l' ADN non-relié néo, indiquant par le fait même une liaison de type non-
spécifique. Le manque de spécificité de l'interaction a été confirmé par des essais de gel 
retardation où p194 a été utilisé comme ADN cible (Figure 14). Nous avons ajouté p194 et Néo 
sous forme non-radioactive à des concentrations 100 fois supérieure à celle du fragment radioactif 
p194 pour créer un effet de compétition. Générallement lorsqu'une protéine lie spécifiquement 
un fragment d'ADN elle sera décrochée par l'ajout de cet ADN froid en excès mais ne sera 
aucunement affectée par l'addition d' ADN non-relié en excès. Dans notre cas nous pouvons 
observer au niveau des pistes g eth que les protéases ont aussi bien été décrochées par l'ajout 
de I' ADN spécifique que 1' ADN non-relié indiquant par le fait une interaction de type non-
spécifique. Le même essai a été réalisé avec l' ADN néo (Figure 15 pistes g et h). 
Ces faits ont été confirmés par une étude à l'aide de la technique de filtre de rétention 
(filter binding), laquelle impliquait 1' ADN génomique d'adénovirus :fragmenté et l' ADN du gène 
néo comme ADN non-relié. La protéase a formé des complexes tout comme 1 'histone avec les 
2 types d'ADN ce qui témoigne de la non-spécificité de la liaison. 
Cette liaison non-spécifique n'exclut pas que la protéase pourrait faire partie du complexe 
d'encapsidation. Il est possible que dans d'autres conditions, seule ou avec l'intervention de 
certains facteurs protéiques, que la protéase puisse lier le domaine d'encapsidation de façon stable 
et permettre l'entrée sélective de 1' ADN adénoviral par l'extrémité de gauche du génome dans 
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les virions précurseurs. 
Aucune allusion concernant l'interaction de la protéase de façon spécifique à d'autres 
régions du génome ont été éliminées. 
Cette même étude sera éventuellement répétée avec la protéase de ts1 afin de vérifier si 
elle se comporte de la même façon à température non-permissive, que la protéase de type 
sauvage. Une déficience à ce niveau pourrait expliquer l'incapacité de la protéase mutante d'être 
encapsidée dans les virions. 
CONCLUSION 
De toute évidence, le cofacteur pVI-C semble avoir un rôle important au niveau de 
l'activité de l'enzyme, qui s'est manifesté par les essais in vitro impliquant les extraits nucléaires 
des cellules infectées par ad2ts1• L'absence de cet effet dans le système simple, ovalbumine-
enzyme pure, suggère que dépendemment des conditions le cofacteur pVI-C a un effet plus ou 
moins important. L' ADN démontre aussi une certaine participation par rapport à l'activité 
protéolytique, les essais à venir devraient aider à mieux définir l'importance de son rôle. 
L'incapacité de la protéase ts1 de procéder à la maturation des protéines virales n'est pas 
dûe à une inhabilité à lier le cofacteur, puisque nous pouvons récupérer son activité à l'aide de 
pVI-C. Il est possible que la mutation ait entraînée une mauvaise localisation ou séquestration 
de l'enzyme de manière à l'empêcher d'interagir avec ses substrats. Les résultats préliminaires 
concernant cet aspect demeurent vain, c'est-à-dire qu'aucune différence n'a pu être décelée entre 
l'enzyme mutante et de type sauvage. Les essais de liaison de la protéase à l' ADN pourraient 
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